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Zusammenfassung

Die untersuchten Hamburger Sedimente aus der Elbe haben einen hohen organischen Anteil,
was zu einer starken Sauerstoffzehrung im Uberstandswasser des Fischei-Sedimentkontakttests
fuhrt. Fur eine eindeutige Abgrenzung toxischer Effekte von Schadigungen der Fischembryonen
aufgrund mangelnder Sauerstoffversorgung ist aber die Aufrechterhaltung eines Sauerstoff-
gehalts von mindestens 4 mg/L O, wéhrend der Testphase notwendig. Das entscheidende Ziel
der vorliegenden Untersuchungen bestand darin, die Sauerstoffversorgung von Embryonen des
Zebrabarblings (Danio rerio) im Fischei-Sedimentkontakttest sicherzustellen. Dazu wurde
zunachst untersucht, wie sich die Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser tber den
untersuchten stark zehrenden Elbe-Schwebstoffen Uber die Testdauer von 48 Stunden ohne
Schittler entwickelt. Dabei fuhrte der Schwebstoff von der Probenahmestelle Seemannshoft
generell zu einer geringeren Zehrung als der Schwebstoff aus der Probenahmestelle Bunthaus,
auch wenn die Schwebstoffproben aus den verschiedenen Monaten ein unterschiedliches
Zehrungspotential aufwiesen. Bei den Proben aus Bunthaus wurden dabei stets nur noch
Sauerstoffkonzentrationen unter 1 mg/L im Uberstandswasser festgestellt.

Eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung der Fischembryonen wéhrend der Testphase ware
durch verschiedene Modifikationen der Versuchsbedingungen mdglich: Durch die Erhéhung der
Schuttelfrequenz, durch die Vorinkubation des Schwebstoff-Uberstandswasser-Gemisches,
durch groRRere Testgefalle mit einer grofReren Oberflache und mit einer zuséatzlichen Belliftung.
Versuche mit Quarzsand bei verschiedenen Schiittelfrequenzen ergaben, dass maximal mit einer
Schittelfrequenz von 80 rpm gearbeitet werden kann, da mit einer héheren Frequenz letale
Effekte auf die Embryonalentwicklung durch das Schiitteln verursacht werden.

Bei den Schwebstoffen aus Bunthaus konnte mit der Erhohung der Schuttelfrequenz der
Sauerstoffgehalt nur bei den im Marz genommenen Proben deutlich verbessert werden. Er lag
jedoch trotz Schuttelns bei einer Frequenz von 80 rpm uber 48 Stunden knapp unter 4 mg/L O..
Die Sauerstoffkonzentrationen im Uberstandswasser tiber den Schwebstoffen aus Seemannshoft
konnten durch die Erhéhung der Schittelfrequenz auf Werte Uber 4 mg/l verbessert werden.
Eine zuséatzliche Vorinkubation des Schwebstoff-Uberstandswasser-Gemisches vor dem
eigentlichen Testbeginn Uber 24 Stunden fuhrte bei keiner der untersuchten Schwebstoffproben
aus der Elbe zu einer weiteren Verbesserung des Sauerstoffgehaltes.

Die abschliel3end durchgefiihrten Toxizitatstests zeigten, dass die untersuchten Schwebstoffe
aus Seemannshoft eindeutig als toxisch gegentiber Fischeiern einzustufen sind. Die Schwebstoffe
aus Bunthaus fiihrten ebenfalls zu einer hohen Mortalitédt der Testorganismen, die Toxizitat

konnte hier aber nicht eindeutig von den Effekten durch Sauerstoffmangel abgegrenzt werden.



Abstract

The examined sediments from the river Elbe in Hamburg have a highly organic content, which
leads to a strong oxygen consumption in the supernatant water of the fishegg-sediment-
contacttest. To have a clear distinction between toxic effects and any damage of the fish embryos
caused by a lack of oxygen supply, it is necessary to maintain an oxygen content of at least 4
mg/L O, during the test phase. The major focus of this studies was to guarantee the oxygen
supply of embryos of the zebrafish (Danio rerio) while conducting the sediment contact test. For
this purpose the oxygen concentration in the supernatant water was examined to see how the
consumptive suspended sediments developed during a period of 48 hours without shaking.
Thereby the suspended sediments from the sampling station Seemannshoft resulted generally in
a lower consumption than the suspended sediments from the sampling station Bunthaus,
although the suspended sediments from different months differed in their depletion potential.
As shown with Bunthaus’ samples oxygen concentrations were detected below 1 mg/L in the
supernatant water.

The fish embryos’ oxygen supply could be optimised during the test phase with various
modifications of the test conditions: With the increase of the shaking frequency, with the
preincubation of the supernatant water, with the suspended sediments (24 hours before starting
the test), with test-vessels with a larger surface and an additional ventilation with oxygen.
Experiments with quartz sand at different shaking frequencies resulted in the implementation of
a maximum of 80 rpm as shaking-frequency. Higher shaking-frequencies caused lethal effects on
embryonic development.

For the suspended sediments from Bunthaus the increase of the shaking-frequency significantly
improved the oxygen content only in the samples of March; however the content still lay slightly
below 4 mg/L O.. The concentrations in the supernatant water above the suspended sediments
from Seemannshdft could be improved to values above 4 mg/L. An additional preincubation of
the supernatant water with the suspended sediments for 24 hours before the start of the test did
not improve the oxygen content in the investigated suspended sediments from the Elbe.

The final toxic analysis clearly classified the examined suspended sediments from Seemannshoft
as harmful to fish eggs. The suspended sediments from Bunthaus also led to a high mortality of
the test organisms, but the toxicity could not be dissociated from the effects caused by lack of

oxygen.
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Einleitung

1. Einleitung

Weltweit stieg die Produktion chemischer Produkte seit 1930 bis zum Jahr 2001 von einer
Million Tonnen Chemikalien auf 400 Millionen Tonnen an (EC, 2001). Diese Entwicklung flhrte
neben einer Belastung von Bdden und Luft auch zu einer globalen Belastung der
Gewadsserqualitat.

Erstmalig hat sich mit dem Inkrafttreten der EG-Richtlinie des Rates zur Schaffung eines
Ordnungsrahmens fir MaRnahmen der Gemeinschaft im Bereich der Wasserpolitik, kurz
Wasserrahmenrichtlinie (WRRL), am 22.12.2000 die Européische Union ein gemeinsames Ziel in
der Gewasserpolitik Uber politische und staatliche Grenzen hinweg gesetzt. Darin werden in
Artikel 4 die Umweltziele der WRRL (Europdisches Parlament, 2000) festgelegt. So soll der ,gute
Okologische* und ,gute chemische” Zustand bis 2015 in européischen Gewdassern erreicht
werden. Diese einheitliche Gewadsserpolitik dient dem Schutz, der Verbesserung und dem
Verschlechterungsverbot von Oberflachengewéssern, Grundwasser und Kistengewassern. In
Grund (23) (Européisches Parlament, 2000) wird ein Endziel der Richtlinie definiert: ,die
Eliminierung prioritarer gefahrlicher Stoffe zu erreichen und dazu beizutragen, dass in der
Meeresumwelt fur natidrlich vorkommende Stoffe Konzentrationen in der N&he der

Hintergrundwerte erreicht werden®.

Nach der Bestandsaufnahme und Aufstellung von Monitoringprogrammen, die in Deutschland
geman Zeitplan bis 2004 bzw. 2006 abgeschlossen wurden, konnte festgestellt werden, dass nur
10 % aller Oberflachenwasserkorper bis 2015 einen ,sehr guten“ oder ,guten“ 6kologischen
Zustand erreichen. Der chemische Zustand kann hingegen bei 88 % der Wasserkdrper als ,,gut”
bewertet werden (BMU, 2013). Um einen guten Zustand aller Wasserkorper zu erreichen,
mussen Schadstoff-, Phosphor- und Stickstoffeintrage, insbesondere diffuse Belastungsquellen
verringert werden. Die Gewasserstruktur muss dahingehend verbessert werden, dass sie den
dortigen Lebensgemeinschaften einen optimalen Naturraum bietet.

Im Anhang X in der WRRL findet sich eine Liste von 33 aufgefiihrten prioritaren Stoffen und
Stoffgruppen, die alle 4 Jahre, erstmals 2004, aktualisiert werden soll. Mit dieser Auswahl wird
jedoch nur ein Bruchteil der chemischen Belastung gemessen. Metaboliten,
Kombinationswirkungen und viele weitere Substanzen werden nicht erfasst (Baier, mindl.
Mitteilung, 2013).

Wie in anderen Gewassern geht die Belastung der Elbe durch industrielle Einleitungen zurtck.

Verstarkt hat sich hingegen der Schadstoffeintrag durch die Landwirtschaft. Auf3erdem belasten

Arzneimittel, Kosmetika und Stoffe mit endokriner Wirkung die Wasserqualitat (Flussgebiets-
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Einleitung

gemeinschaft-Elbe, 2009). Der Zustand der Elbe war sehr schlecht und wurde 1990 als
»Okologisch zerstort - Gewasser mit tierlosen Lebensgemeinschaften durch sehr starke toxische
Belastung“ (Schwartz & Keller, 2011) bezeichnet. Heutzutage hat sich der Fluss erholt und es

haben sich wieder Gber 100 Fischarten angesiedelt.

Uber Jahrzehnte haben sich jedoch viele toxische Stoffe in den Sedimenten abgelagert. Bei einem
Screening von Belastungsursachen wurde die ,Historische Verschmutzung aus Sedimenten® als
eine Hauptursache fir die Belastung von Oberflachengewdssern mit prioritaren Stoffen
identifiziert (Hollert et al., 2007). Sedimente stellen daher nicht nur Senke, sondern auch
Speicher und Quelle fir toxische Stoffe dar und beeintrachtigen auf diese Weise die 6kologische
Funktionsfahigkeit eines Gewassers. Durch Sedimentation und Adsorption heften sich
Schadstoffe aus der Wasserphase an die Sedimente und kénnen von dort wieder remobilisiert
werden.

Sedimente werden im Untersuchungs- und MaRnahmenprogramm zur Umsetzung der WRRL
nicht mit Biotests, welche die toxikologische Wirkung von Wasser oder Sedimenten beurteilen,
sondern nur auf einige Substanzen chemisch analysiert. Die Sedimentbewertung mit Biotests ist
somit in der Umsetzung der WRRL nicht direkt implementiert, jedoch fliel3en die Ergebnisse von
Biotestverfahren bei der Festlegung von Immissionsgrenzwerten (Umweltqualitdtsnormen) fir
die prioritdren Substanzen in Wasser und Biota ein (Tochterrichtlinie (2008/105/EG)).
Trotzdem ist eine 6kotoxikologische Untersuchung fur die Beurteilung und Verbesserung des
Gewasserzustandes unerlasslich, da in der chemischen Analyse der Sedimente gemafld WRRL nur
die Konzentrationen von einzelnen Stoffen wie Schwermetalle, TOC und AOX gemessen werden.
Sedimente sowie das Sedimentmanagement sollten fir eine einheitliche Bewertung und
Umsetzung der WRRL ein wichtiger Teil der européischen Gewasserpolitik sein
(Hafenbautechnische Gesellschaft, 2004; SedNet, 2013). In Deutschland ist dartber hinaus in der
Handlungsanweisung der Bundesanstalt fir Gewéasserkunde zum Umgang mit Baggergut die
Okotoxikologische Untersuchung von Baggergut mit aquatischen Organismen (Grinalge 1SO
8692, Leuchtbakterien 1SO 11348 und mit Daphnia magna I1SO 6341) verankert (Feiler et al,,
2012).

Mit biologischen Kurzzeittests, wie beispielsweise dem Fischeitest, kann die toxikologische
Wirkung von Oberflachen-, Industrie- und Grundwasser oder Sedimenten besser bewertet
werden. Umfasst der Testzeitraum nicht den vollstandigen Lebenszyklus des Testorganismus
spricht man von Kurzzeittests, die in der Regel 24 oder 48 Stunden dauern und somit die akute
Toxizitdt erfassen. Der Vorteil gegeniber Langzeittests liegt in der schnelleren
Durchfiihrbarkeit. Langzeittests haben den Vorteil gegeniiber Kurzzeittests, dass sie chronische

Effekte (z.B. Reproduktion) erfassen konnen und der Testorganismus durch den langeren
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Testzeitraum bei einer niedrigeren Toxizitdt reagieren kann. Ein mogliches biologisches
Testverfahren zur Erfassung der Sedimenttoxizitat ist der Fischei-Sedimentkontakttest (Hollert
et al,, 2003). Bei diesem Test werden, wie im Fischeitest nach DIN EN ISO 15088 — T6 (2009),
Embryonen des Zebrabérblings als Testorganismus in einem Kurzzeittest (48 Stunden)
verwendet. Die Aufgabe der vorliegenden Bachelorarbeit besteht darin, die Versuchs-
bedingungen des Fischei-Sedimentkontakttests derart zu modifizieren, dass dieser am
Hamburger Institut fir Hygiene und Umwelt fur die Sedimentbewertung etabliert werden kann.
Das entscheidende Problem lag darin, dass sauerstoffzehrende Sedimente haufig die
Aufrechterhaltung einer optimalen Sauerstoffversorgung (4 mg/L O2) (DIN, 2009) wahrend der
Testphase verhindern. Dadurch bedingt ist keine eindeutige Abgrenzung zwischen toxischen

Effekten und Schadigungen der Fischembryonen aufgrund von Sauerstoffmangel mehr méglich.
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1.1 Stand der Wissenschaft

1.1.1 Gesetzliche Grundlagen zum Fischei-Sedimentkontakttest

Beim Fischeitest und dem Fischei-Sedimentkontakttest werden Fischeier tUber einen Zeitraum
von 48 Stunden bis zum phylotypischen Stadium einer Umweltprobe bzw. einem Schadstoff
gegentber exponiert. Vor ihrem Schlipfen gelten die Fische im juristischen Sinne noch nicht als
Tiere. Der Fischei- und somit auch der Fischei-Sedimentkontakttest zéhlen demnach nicht zu
Tierversuchen, sondern zu den ,suborganismischen Tests“, da die Fische erst nach rund 72
Stunden schltipfen und ihr Zentralnervensystem zur Versuchszeit noch nicht voll entwickelt ist
(Hydrotox, 2013). Die Direktive 2010/63 der EU enthalt explizit die Formulierung
-independently feeding larval forms* als Kriterium fur den Zeitpunkt, ab dem die Fische
Tierversuchen zugeordnet werden. Dieser Zeitpunkt erfolgt bei Zebrabarblingen ungeféahr 120
Stunden nach der Befruchtung (Strahle et al., 2010).

Allgemein als Tierversuche bezeichnet, werden diese durch Richtlinie 2010/63/EU des
europaischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiur
wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere (EU, 2010) Uberwacht. Artikel 10 beinhaltet die
speziell fur die Verwendung in Verfahren geziichteten Tiere, worunter auch die Zebrabérblinge
fallen. Besondere Bestimmungen, unter anderem zu ihrer Hélterung, zu Wasserversorgung und
-qualitat oder Umgebungsparameter, werden fir die Fische in Kapitel 11 des Anhangs |
festgelegt.

Von 2001 bis 2003 nahm die Anzahl der fir die Umweltprifung von Chemikalien relevanten
Fischtests stark ab. Dies ist durch den Ersatz des akuten Fischtests durch den Fischei-Test bei
der Abwassertiberwachung begrindet. So erzielt der 2001 standardisierte Fischei-Test (DIN,
2001) fur die Untersuchung von Abwasser ahnliche oder gleiche Ergebnisse. Seit 1.1.2005
ersetzt der bei der 1SO 2007 normierte Test bei der Abwasserprifung in Deutschland aus
Tierschutzgrinden den akuten Fischtest mit der Goldorfe.

Auch in den Grinden (33), (47), (49), (64) der REACH-Verordnung, die im Juni 2007 in Kraft
trat, (REACH-Verordnung, 2012) wird aufgefiihrt, dass Biotests mit lebenden Tieren verringert
und nach Alternativmethoden gesucht werden soll, was ebenfalls zu einem Rickgang der

Versuche mit adulten Fischen und einer Zunahme von Biotests mit Fischembryonen gefiihrt hat.

1.1.2 Aktuelle Forschungsgebiete mit dem Zebrabarbling
Der Zusammenhang von toxikologischen Schadstoffen und ihrer spezifische Wirkungsweise auf
Zellstrukturen, Gewebe und Organe von Organismen wird derzeit unter anderem mit dem

Zebrabérbling erforscht. Der Zebrabéarbling gehért zu den wichtigsten Modellfischen fur die
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Erforschung der Entwicklungsbiologie der Wirbeltiere und wird als Testfisch unter anderem
auch in den OECD Guidelines 203, 204 und 210 empfohlen (DIN, 2009).

Verschiedene Studien konnten bereits nachweisen, dass Sedimentextrakte aus deutschen
Flissen genotoxisches, endokrines, mutagenes und dioxinartiges Gefahrdungspotential besitzen
(Hollert, 2001; Kosmehl et al., 2004; BfG, 2008; Kosmehl et al., 2012). Forschungsbedarf besteht
aber insbesondere darin, mit nativen Proben, die tatsachlich bioverfiigbaren toxischen
Wirkungen im Sinne eines ,Weight of Evidence“ nachzuweisen, die anders als Extrakte
eindeutige Nachweise ergeben (DanTox-Symposium, 2013).

Das DanTox-Projekt forscht nach Methoden zur Bewertung von Sedimenttoxizitdt mit dem
Zebrabérbling. Dabei beschéftigt es sich nicht nur mit der allgemeinen Toxizitat, sondern vor
allem mit der spezifischen toxischen Wirkung auf den Testorganismus. Beispielsweise werden
Einzelzellen des Danio rerio auf den Grad ihrer DNA-Fragmentierung im Comet Assay untersucht
(DanTox-Symposium, 2013). Auf diese Weise konnen Ruckschlisse auf die Einflisse von
veranderten Umweltbedingungen auf die physiologischen Anderungen in den Embryonen
gezogen werden. Zukinftig will man Methoden realisieren, die prognostizierende Aussagen tber

magliche Auswirkungen von Schadstoffquellen auf die Umwelt treffen kénnen.

1.2 Stand der Entwicklung des Fischei-Sedimentkontakttests und Frage-

stellung
Mit dem Fischei-Test nach DIN EN I1SO 15088 — T6 werden lediglich Wasserproben untersucht.

Darauf basierend wurde im Jahr 2003 eine Veroffentlichung von einem Sedimentkontakttest in
Heidelberg publiziert (Hollert et al., 2003) mit dem partikelgebundene Schadstoffe mit Hilfe von
Fischeiern bewertet werden.

Hollert et al. (2003) erlautern eine magliche Durchfihrung, bei der sie unter anderem
verschiedene Verdunnungsstufen von Sedimenten ansetzen. Ahnlich beschreibt Keiter (2007)
seine Versuche und Verdunnungsstufen in seiner Dissertation. Ein grof3er Unterschied zu Hollert
et al. (2003) und Keiter (2007) ist im Versuchsaufbau von Grote et al. (2004) zu finden, da er ein
Bellftungssystem verwendet und einen gréeren Versuchsansatz wahit.

Auch das DanTox-Projekt beteiligte sich maf3geblich an der Entwicklung und Etablierung dieses
Tests (Keiter et al, 2010). In seiner Dissertation nahm Zielke (2011) verschiedene
Veranderungen vor, so verwendete er einen Horizontalschttler fur seine Versuche bei 50 rpm.
Weitere untersuchte Einflisse waren unter anderem Testgefalimaterialien, Extraktions-
methoden und die Zeitabhangigkeit (Zielke, 2011).

Erfolgreich durchgefuhrt wird der Fischei-Sedimentkontakttest in Deutschland an einigen

Universitaten und Instituten, wie der RWTH Aachen oder der Universitat Heidelberg.
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Im Rahmen der Masterarbeit von Charlotte Raasch fanden bereits im Jahr 2011 die ersten
Versuche zum Fischei-Sedimentkontakttest am Institut fur Hygiene und Umwelt in Hamburg
(HU) statt. Sie lehnte sich in ihrer Versuchsdurchfiihrung an den Fischei-Sedimentkontakttest
an, wie er an der RWTH Aachen von Hollert et al. (2010) angewandt wurde. Es wurde von ihr
getestet, ob die Verwendung von Quarzsand als Kontrollmedium einen toxischen Effekt auf die
Embryonen hat und welche Effekte auf die Embryonen bei unterschiedlich langer Lagerung der
Kontrollproben zu erkennen sind. Es stellte sich heraus, dass durch den Quarzsand keine Effekte
auf die Fischembryonen festzustellen sind und bei einer Lagerung der Kontrollansatze langer als
funf Tage die Qualitatskriterien eingehalten werden, sich jedoch Pantoffeltierchen in den
Positivkontrollen befinden. Exemplarisch wurden Toxizitdtsuntersuchungen von verschiedenen
Sedimenten und Schwebstoffen aus Hamburger Gewéssern durchgefuhrt. Dabei wurden
Versuchsbedingungen und Versuchsablaufe festgelegt und eine Standardarbeitsanweisung
(SOP) erstellt. Die Schittelfrequenz fur den Horizontalschittler wurde darin auf 70 rpm
festgelegt. Die ausreichende Sauerstoffversorgung der Embryonen wahrend der Testzeit stellte
die groRte Herausforderung dar. Fur die Sauerstoffmessung wurde zum einen das
Uberstandswasser einer Probe vereinigt und zum anderen ein um den Faktor zehn gréRerer
Versuchsansatz gemessen, da das Volumen zu gering fir eine Messung mit der damals zur
Verfigung stehenden Sauerstoffsonde (WTW Oxi 330) war. Demzufolge kdnnen diese
Sauerstoffmessungen nur als Abschatzung gewertet werden (Raasch, 2011). Um die
Sauerstoffzehrung der Sedimente genauer zu untersuchen, empfahl Charlotte Raasch die
Anschaffung einer Mikrosonde.

Daraufhin hat Dennis Theel in den Versuchen zu seiner Bachelorarbeit im Jahr 2013
verschiedene Mikrosonden getestet und die Anschaffung der Mikrosonde der Firma PreSens
empfohlen (Theel, 2013). Nach der Anschaffung dieser Sonde im HU war es mdglich, die
Sauerstoffkonzentration in den Testgefél3en gezielt zu erfassen. Nachdem Effekte durch das
Verdunnungswasser, dem 3,4-Dichloranilin (Positivkontrolle) und vom Quarzsand auf den
Sauerstoffgehalt ausgeschlossen werden konnten, stellte Theel mit Hilfe der Mikrosonde sehr
unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen im Uberstandswasser seiner Sedimentproben,
abhangig von der Schuttelfrequenz, fest. Mit dem Sediment (aus der Bille) wurden
Sauerstoffmessungen ohne Schittler sowie bei einer Schuttelfrequenz von 70 rpm, 90 rpm und
110 rpm durchgefiihrt. Die Messung fand jeweils an vier bis sieben Zeitpunkten wahrend des
Fischei-Sedimentkontakttests und in unterschiedlichen Tiefen der Wasserphase statt. Ab einer
Schittelfrequenz von 90 rpm stieg der Sauerstoffgehalt im Laufe der Testdauer von 48 Stunden
auf Uber 4 mg/L Oz an, welcher in der DIN 15088 (DIN, 2009) als Mindestkonzentration
festgelegt ist.
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Ziel der vorliegenden Bachelorarbeit war die Weiterentwicklung des Fischei-
Sedimentkontakttestes. Die standardisierten Versuchsbedingungen sollten derart modifiziert
werden, dass die Sauerstoffversorgung in der Wasserphase direkt Uber dem Sediment,
insbesondere bei stark zehrenden Sedimenten aus der Elbe, GUber die gesamte Testdauer von 48
Stunden gewahrleistet ist.

Dazu wurde zunéchst der Verlauf der Sauerstoffverhéltnisse tber dem Sediment mit Hilfe von
kontinuierlichen Messungen ohne Schittler dokumentiert. Um festzustellen, wie sich eine
Erhdhung der Schuttelfrequenz positiv auf den Sauerstoffgehalt auswirkt, wurde im zweiten
Schritt der Sauerstoffgehalt bei unterschiedlichen Schiittelfrequenzen Uber die gesamte
Testdauer kontrolliert. Parallel dazu war in weiteren Versuchen mit Negativkontrollen auf
Quarzsand zu Uberprifen, inwieweit sich eine Erhdhung der Schiittelfrequenz durch das Reiben
der Fischeier auf dem Quarzsand negativ auf die Embryonen auswirkt.

Als weitere Moglichkeit den Sauerstoffgehalt im Uberstandswasser zu verbessern, wurde die
Vorinkubation der Sedimentproben getestet. Hierzu wurde das Sediment mit dem Wasser zuerst
zusammengefuhrt und die Fischeier erst nach einer bestimmten Zeit, im besten Fall bei
Sicherstellung eines ausreichenden Sauerstoffgehalts, dazugegeben und dann der Test gestartet.
Mit dem Bestreben die Toxizitat von Elbe-Schwebstoffen zu bestimmen, wurden abschliel3end
Elbe-Schwebstoffproben im Sediment-Toxizitatstest untersucht und dabei der Sauerstoffgehalt
zu Testbeginn und am Ende nach 48 Stunden kontrolliert. Da die Elbe auch vom Hochwasser
2013 betroffen war, wurden zwei Schwebstoffproben wahrend unterschiedlicher Phasen des

Hochwassers ebenfalls im Fischei-Sedimentkontakttest untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Der Zebrabarbling — Danio rerio
Erstmals beschrieben wurde Danio rerio 1822 von Francis Buchanan-Hamilton. Er gehort zur

Familie der Knochenfische (Cyprinidae) und dort zu der Unterfamilie der Karpfenfische
(Rasborinae) (Hamilton, 1822). Urspriinglich stammt er vom indischen Subkontinent, wo er in
Landern wie Bangladesch, Pakistan und Indien beheimatet ist. Der Zebrabéarbling lebt
vorwiegend in stehenden Gewassern, beispielsweise auch in Reisfeldern, oder in langsam
flieBenden Flissen. Er zahlt zu den SuRRwasserfischen und bevorzugt eine Wassertemperatur
von circa 26 °C. Allerding hat der Zebrabérbling eine hohe Toleranz gegeniber der
Wassertemperatur und kann in seiner naturlichen Umgebung bei Temperaturen von 16,5 bis 33

°C vorkommen (Lawrence, 2007).

Abbildung 2.1 Weiblicher (links) und ménnlicher Zebrabarbling (rechts)
Internetquelle: http://www.koelle-zoo.de

Durch seine charakteristischen schwarzen Streifen auf der Langsseite wird der 3 bis 4,5 cm
lange Fisch auch Zebrafisch genannt. Die Mannchen sind schmaler gebaut als die Weibchen und
weisen eine goldene Farbung an ihren Flossen und an ihrem Bauch auf, wéhrend die Weibchen
allenfalls an ihrer Unterseite eine goldene Farbnuance erkennen lassen (Wixon, 2000). Sie sind

vor allem dann dicker, wenn sie kurz vor dem Laichen Eier ausgebildet haben.

Roland Nagel fuihrte bereits 1990 erste Versuche mit Zebrabarblingen durch (Nagel et al., 1991),
denn bedingt durch die kurzen Laichintervalle, die transparenten Fischeier sowie seine
problemlose Halterung und Zucht wird der Zebrabérbling inzwischen als ein vielfach
verwendeter Testorganismus bei den Vertebraten eingesetzt. Auch die gute Unterscheidbarkeit
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der Geschlechter pradestiniert den Zebrabarbling als Testorganismus und er gehdrt inzwischen
zu den am besten untersuchten Fischarten. Mit 3 Monaten sind die Fische geschlechtsreif und
dirfen ab einem Alter von 6 Monaten bis 2 Jahren im Fischei- bzw. im Fischei-
Sedimentkontakttest eingesetzt werden (DIN, 2009).

Zusatzlich zu umwelttoxikologischen Untersuchungen spielt der Einsatz in der Genetik-
Forschung eine grof3e Rolle. Viele gewonnene Erkenntnisse lassen sich vom Zebrabéarbling auf
den Menschen Ubertragen, so sind DNA-Microarrays und der Einsatz von PT-PCR wichtige

Bestandteile der aktuellen Forschung (DanTox-Symposium, 2013).
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2.1.1 Halterung und Eiproduktion
Die ausgewachsenen Fische werden im Hamburger Institut fur Hygiene und Umwelt in 40-Liter

Aquarien gehalten. Alle dazugehdrigen Bestimmungen zur Hélterung und Zucht sind in der SOP
zum Fischei-Test verankert (SOP, 2009). In den Aquarien schwimmen zwischen zwdlf und 28
Fische, dabei sollten ungeféhr doppelt so viele Mannchen wie Weibchen vorhanden sein. Bei
dem verwendeten Wasser handelt es sich um Trinkwasser, das vorher durch eine
Aktivkohlepatrone und durch einen Kupfer-lonen-Austauscher gelaufen ist, um den Fischen eine
geeignete Wasserqualitat zu gewéhren und eine Belastung mit Metallen auszuschlieRen. Einmal
in der Woche erfolgt ein Teilwasserwechsel der Aquarien, bei dem die Halfte des Wassers durch
frisches erneuert wird. Die notwendige Wassertemperatur von 26°C (£1 °C) nach DIN 38415-6
(2009) wird mit einem Datalogger aufgezeichnet. Der pH-Wert soll bei einem Wert von 8,0 leicht
im alkalischen Bereich liegen und wird, wie der Sauerstoffgehalt, zweimal in der Woche in allen
Aquarien gemessen und in einem Labortagebuch dokumentiert. Der Hell-Dunkel-Rhythmus in
der Zucht betragt 14 zu 10 Stunden, welcher tber eine Zeitschaltuhr geregelt ist. Algenbewuchs
und Belag im Aquarium werden mit Filterwatte entfernt. Alle drei Monate wird die Pumpe
gereinigt, damit optimale Lebensbedingungen gegeben sind. Geflittert werden die Fische mit

Trockenfutter der Firma Tetra Min und mit Lebendfutter in Form von Artemien und Daphnien.

Neben Wassertemperatur und pH-Wert erfolgt einmal wéchentlich zusatzlich eine Uberpriifung
des Nitrat-, Nitrit- und Ammoniumgehalts mit Hilfe von Schnelltests, auerdem wird die

Woasserharte alle vier Wochen bestimmt und dokumentiert.

Fiar die Eiproduktion werden adulte Tiere im Verhéltnis Mannchen : Weibchen von 2 : 1 in den
Laichbecken verwendet. Sie mussen einen einwandfreien Gesundheitsstatus aufweisen, dirfen
keine Skelettdeformationen haben oder medikamentts behandelt worden sein (Vobach &
Kammann, 2003). Am Abend vor der gewunschten Eiablage werden die Fische in die
Laichbecken umgesetzt. Tiere, die zum Ablaichen aus den Halterungsbecken genommen wurden,

sollen danach etwa eine Woche Ruhe haben.

Durch gedimmtes Licht im Fischlabor wird der Sonnenaufgang imitiert. In freier Natur balzen
und laichen die Tiere ganzjéhrig innerhalb der ersten Stunde nach Sonnenaufgang. Dieses
Verhalten wird ausgenutzt, um Fischeier fiur den anstehenden Test zu erhalten. Stimuliert
werden die Fische zusatzliche durch eine Pflanzenatrappe. Die Weibchen kdnnen in der Regel
einmal in der Woche Eier ablaichen, pro Weibchen sind bis zu 300 Eier moglich. Als Laichrauber
wirden die Zebrabarblinge normalerweise ein Teil der abgelegten Eier sofort fressen. Deshalb
werden Laichkasten in die Laichbecken eingesetzt, damit die abgelaichten Eier durch die

Maschen fallen kdonnen. Dort werden sie circa eine Stunde nach Einschalten des Lichts
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entnommen und unter dem Mikroskop auf ihr Entwicklungsstadium und ihre Befruchtungsrate

Uberprift. Die nicht fir den Test bendtigten Eier werden fur die Nachzucht eingesetzt.

2.1.2 Embryonalentwicklung
Die Embryonalentwicklung von Danio rerio wurde in Laboren sehr genau untersucht und in der

Literatur umfassend beschrieben. Nachfolgend wird die Entwicklung erlautert, wie sie von
Kimmel et al. (1995), Vobach & Kammann (2003) und Westerfield (2000) beschrieben wird.

Die Befruchtung der Eier und ihre embryonale Entwicklung finden aufRerhalb des Muttertiers
statt. Dadurch l&sst sich ihre Entwicklung gut beschreiben und préadestiniert sie fiir den Einsatz
in Laboren. Sind abgelaichte Eier nicht befruchtet worden, koagulieren sie innerhalb der ersten
Stunden und sind als weil3e, nicht weitere differenzierte Kugelchen zu erkennen.
Ausgeschlossen vom Test werden auf3erdem diejenigen Eier, die UnregelmaRigkeiten in ihrer

Eihulle aufweisen oder eine Asymmetrie bei der Teilung erkennen lassen.

Als Zygote bezeichnet man das befruchtete Ei, bevor es mit der Zellteilung beginnt. Zu diesem
Zeitpunkt betragt der Durchmesser des Eies etwa 0,7 mm. Die Eihille, das Chorion, ist
s \ transparent, umgibt den Perivitellinraum und begrenzt das Ei des
/,__- S '--_»_,'-___;;ex Zebrabarblings. Circa 45 Minuten nach der Befruchtung findet die

-

, \ erste Zellteilung statt, alle 15 Minuten folgen weitere
: : 1
: } Zellteilungen (Vobach & Kammann, 2003).

A J In der Abbildung 2.2 ist ein Keim im 1-Zell-Stadium dargestellt,
\\--_ ...f"/ mit diesem Stadium beginnt die zytogene Phase und endet nach

Abbildung 2.2 Zygote, 1-Zell- 45 Minuten mit der ersten Zellteilung.
Stadium (nach Kimmel et al, . .
1995) Die Keimscheibe, die sich zusammen mit dem Dotter im
Perivitellinraum befindet, teilt sich im Intervall zwischen 45 Minuten und 2 1/, Stunden
synchron in 4, 8, 16, 32 und 64 Zellen. Diese Stadien der Zellteilungsphase sind unter dem
Mikroskop genau zu erkennen und im Test werden befruchtete Eier des gleichen Stadiums
verwendet. In Abbildung 2.3 aist das 32-Zell-Stadium abgebildet.
Nach circa 2 Stunden und 15 Minuten wird das Blastulastadium erreicht und es beginnt die
Epibolie (Abbildung 2.3 b: Blastula 31/; h nach Befruchtung). Darunter versteht man die
Wachstumsbewegung des Keimblattes Uber den Dotter. Der Keimling wirkt rund und der
Dottersack bildet sich aus. Zwischen 2 1/, Stunden und 4 1/, Stunden nach der Befruchtung wird

aus der elliptischen Form eine runde. Das Epiboliestadium ist erreicht (Abbildung 2.3 ).
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Abbildung 2.3 Entwicklung des Zebrabéarblings (nach Kimmel et al., 1995)

Rund funf Stunden nach der Befruchtung geht die Entwicklung in die Gastrulaphase Uber, in der
die Epibolie weiter voranschreitet und der Dotter vom Blastoderm umwachsen wird (Vobach &
Kammann, 2003).

Die Gastrulation ist nach zehn Stunden abgeschlossen und es setzt die Segmentierungsphase ein.
Der Schwanz und die Somiten werden ausgebildet, Gehirn und Nervensystem differenzieren sich

und die Ausbildung der Augen und Ohrplakode erfolgt. Der

Embryo beginnt sich zu bewegen. Weiter differenzieren lasst
sich diese Phase durch die Anzahl der ausgebildeten Somiten. 14
Somiten sind nach etwa 16 Stunden (Abbildung 2.4) erkennbar,
20 Somiten nach 19 Stunden und 26 Somiten nach 22 Stunden
(Strecker, 2008). Einen Tag nach der Befruchtung haben sich bis

zu 30 Somiten entwickelt und der langliche Fischlarvenkorper

Abbildung 2.4 Entwicklung
des Zebrabérblings (nach
Kimmel et al., 1995)

ist wahrnehmbar. Der circa 1,9 mm lange Embryo hat
mittlerweile sein Herz und seinen Schwanz sichtbar angelegt,
die Pigmentierung und erste spontane Muskelbewegungen beginnen. Nach 25 bis 26 Stunden
setzt der Herzschlag ein. Weitere 24 Stunden spéter, im phylotypischen Stadium, haben sich das
Herz und der Blutkreislauf vollstandig entwickelt, der Verdauungstrakt mit der Leber wéachst
heran und die Korperpigmentierung mit den Melanophoren wird sichtbar. Das schlagende Herz
und die Bewegungen der rot gefarbten Blutzellen sind unter dem Mikroskop erkennbar und
dienen als Merkmale einer normalen Entwicklung des inzwischen 2,5 mm langen Embryos. 48
Stunden nach der Befruchtung ist der Embryo bereit zum Schlipfen (Abbildung 2.5 d). Der
Dottersack wird aufgebraucht und die Gréf3e des Embryos nimmt weiter zu. Nach 72 bis 96
Stunden ist der Embryo geschliipft (Abbildung 25 e, f) und befindet sich im frihen

Larvenstadium.
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Abbildung 2.5 Entwicklung des Zebrabéarblings

d) 48 Stunden alter Embryo nach (Kimmel et al., 1995)
e) 72 Stunden alter Embryo nach (Kimmel et al., 1995)
f) Mikroskopische Aufnahme eines 48 Stunden alter Embryos
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2.1.3 Sauerstoffbedarf des Zebrabarblings

Der Sauerstoffbedarf der adulten Zebrabarblinge wird lediglich in den Bestimmungen zur
Héalterung festgelegt: einen optimalen Lebensraum bietet den Fischen Aquariumwasser mit
mindestens 80 % Sauerstoffsattigung. Bei einem Standardluftdruck von 1013 mbar und einer
Lufttemperatur von 20 °C betréagt die maximale Sauerstoffkonzentration in Wasser 9,06 mg/L.
Dementsprechend gibt Lawrence (2007) einen Richtwert fir den im Wasser geltsten Sauerstoff
von 7,9 £0,16 mg/L O an.

Die Wissenschaft beschéftigt sich hingegen weniger mit dem Sauerstoffbedarf erwachsener
Fische, vielmehr ist der Bedarf in den ersten Entwicklungsstufen und bei den juvenilen Tieren
entscheidend. Der Soll-Wert von 4 mg/L O fur die durchgefuhrten Versuche im Fischei-
Sedimentkontakttest lehnt sich an die DIN EN 1SO 15088 — T6 an: ,,Es ist sicherzustellen, dass die
02-Konzentration (...) bei Testbeginn 4 mg/L O nicht unterschreitet.* Dennoch zeigten Studien,
dass sich keine Einschréankungen in der Entwicklung der Fischeier ergeben, wenn diese
Sauerstoffkonzentrationen bis zu 2 mg/L O: ausgesetzt sind (Braunbeck & Lammer, 2006). In
einigen Versuchen von Strecker et al. (2011) stellte dieser eine geringfiigig verzdgerte, aber
dennoch normale Embryonalentwicklung bei Sauerstoffkonzentrationen zwischen 2 und 3 mg/L
fest. Bei einer hypoxischen, also sauerstoffarmen Umgebung reagiert der Embryo mit der
Einstellung oder Verlangsamung seiner Entwicklung. Somit kann er fir bestimmte Zeit die
Hypoxie Uberleben. Dartiber hinaus wurde festgestellt, dass ein gerichteter Blutkreislauf in der
Embryonalentwicklung fur die Sauerstoffversorgung nicht notwendig ist (Chen & Fishman,
1997; Grillitsch et al., 2005). Weinstein et al. (1996) zeigten, dass Mutanten ohne Erythrozyten
die ersten zwei Wochen nach ihrer Befruchtung Uberleben. Dementsprechend erfolgt die
primére Sauerstoffversorgung durch Sauerstoffdiffusion durch das Chorion und das jeweilige
Gewebe im Embryo (Grillitsch et al., 2005). Versuche zur Entwicklung der Kérpermasse und der
Korperlange in den ersten 100 Tagen nach Befruchtung unter normoxischen (7,5 mg/L O2) und
milden hypoxischen (4,3 mg/L O;) Bedingungen unterstiitzen die Aussage, dass leichte Hypoxie
keine grofRen Effekte auf den Zebrabarbling hat. Erst ab einem Alter von 60 Tagen zeichnet sich
ein deutlicher Unterschied und eine Verzdgerung zu der Entwicklung bei normaler Sauerstoff-
umgebung ab (Barrionuevo et al., 2010). Durch hypoxische Bedingungen kann die Herzaktivitat
bei juvenilen und adulten Zebrabérblingen steigen und die Frihschlupfrate erhéht werden
(Jacob et al., 2002). Yagoob & Schwerte (2010) untermauern diese Feststellung und erganzen,
dass sich der Herzschlag bei Normalbedingungen innerhalb von 48 Stunden wieder normalisiert.
Der Sauerstoffverbrauch, den ein Zebrabarbling bis zu seinem Schlupf verbraucht, ist
verhéltnisméRig gering, dennoch variiert dieser durch individuelles Wachstum und

Hungerresistenz (Bang et al., 2004).
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In freier Natur kann die Sauerstoffkonzentration in Gewdassern stark schwanken. In schnell
flieBenden Flussen mit starken Turbulenzen wird mehr Sauerstoff eingetragen als in langsam
flieBenden Flissen ohne Turbulenzen. Weiterhin schwankt der Sauerstoffgehalt je nach
Tageszeit, denn tagsiber gelangt Sauerstoff beispielsweise durch Photosynthese ins Wasser,
wohingegen die Atmung von Tieren und bakterieller Abbau den Sauerstoffgehalt verringert. Da
die Fischeier sowohl in der freien Natur als auch im Fischei-Sedimentkontakttest auf dem
Sediment liegen, spielt folglich der Sauerstoffgehalt direkt Giber dem Sediment eine besondere
Rolle.
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2.2 Sauerstoffzehrung von Sedimenten
Die Sedimentschicht mit ihrer unmittelbaren Umgebung beherbergt vielféltige

Lebensgemeinschaften, die den geldsten Sauerstoff dort verbrauchen. Dariiber hinaus sorgen
mikrobielle Abbauprozesse und alle sonstigen anorganischen und organischen oxidativen
Reaktionen vor allem in eutrophierten Gewassern fur eine Minderung des Sauerstoffgehalts
(Strecker, 2008). Sediment Oxygen Demand (SOD) bezeichnet den Effekt der Sauerstoffzehrung
im Sediment. Dieser Effekt teilt sich in Biological Sediment Oxygen Demand (BSOD) und in
Chemical Sediment Oxygen Demand (CSOD) (MacPherson et al., 2007).

In der Wasserphase wird der Sauerstoffverbrauch als Biochemical Oxygen Demand (BOD) und
die dadurch entstehenden Sauerstoffschwankungen als Sediment Oxygen Flux (SOF) bezeichnet
(MacPherson et al., 2007).

Einfluss auf den SOD kodnnen das Alter des Sediments, die Temperatur und auch die
Oberflachenbeschaffenheit nehmen, bei dem BSOD in Sedimentn&he sind es hauptséchlich
aerobe heterotrophe Organismen, die organisches Material als Energiequelle nutzen und
Sauerstoff verbrauchen (Strecker , 2008).

Dies stellt beispielsweise bei den Elbesedimenten ein Problem dar, weil diese einen hohen
organischen Anteil haben und hierdurch Abbauprozesse und oxydative Reaktionen eine starke
Sauerstoffzehrung stattfindet. Um die Sauerstoffzehrung maoglichst zu minimieren, werden die
Sedimente nach Probenahme gekihlt und dunkel gelagert und anschlieRend gefriergetrocknet
(siehe Kapitel 2.7). Dennoch ist schon wéhrend der Lagerung selbst bei 4 °C mit einer
fortschreitenden Oxidierung der im Sediment vorhandenen organischen Substanzen und somit
mit einer Sauerstoffzehrung zu rechnen. Bis das Sediment im Test eingesetzt wird, kann die
Zehrung weiter voranschreiten und sich durch den Temperaturanstieg wahrend des Tests auf
26 °C noch verstarken. Damit eine starke Sauerstoffzehrung keinen Einfluss auf die Ergebnisse
im Fischei-Sedimentkontakttest nimmt, ist es notwendig, dass der Sauerstoffgehalt an der Stelle,

an der die Fischeier liegen, gemessen, Uberprift und gegebenenfalls verbessert wird.
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2.3 Sauerstoffsonde
Zur Messung des Sauerstoffgehalts im Uberstandswasser direkt tiber dem Sediment wurde die

Mikrosonde TX3 der Firma Precision Sensing (Regensburg) eingesetzt.

Abbildung 2.6 Flat-
brokensensortip
(Huber & Krause,
2006)

Das Prinzip der optisch-physikalischen Messung beruht auf dem Effekt der
dynamischen Lumineszenzausldschung durch molekularen Sauerstoff
(Quenching). Die drei Komponenten der LDO-Sonde (Lumineszenz Dissolved
Oxygen) sind ein Luminophor, eine optische Einheit, die aus LEDs und einer
Fotodiode besteht, sowie eine elektrische Auswerteeinheit. In der
Mikrosonde sind Luminophor und die optische und elektrische Auswerte-
Komponente durch eine Glasfaser (Abbildung 2.7) getrennt. Eingebettet ist
die empfindliche Nadel in einer Spritze, aus der die Spitze zur Messung
bewegt werden kann (Abbildung 2.8). Bei der Spitze handelt es sich um ein
flat-brokensensortip mit einem Durchmesser von 140 um (Abbildung 2.6).
Neben der Sauerstoffsonde kann ein Temperaturfihler angebracht werden,
um die Temperatur zu messen (Huber & Krause, 2006).

Der wesentliche Vorteil bei diesem Messsystem liegt darin, dass kein
Sauerstoff verbraucht wird. Anders als bei Clark-Sonden muss der Sensor

nicht durchgehend vom Messmedium umstromt werden. Kurze

Antwortzeiten von unter 15 s im geldsten Sauerstoff (unter 5 s im gasférmigen Sauerstoff) und

die Wartungsfreiheit erleichtern den Umgang mit der Sonde. Das Material um den Luminophor

ist gegen viele Chemikalien bestandig, sodass dadurch kein Verschleil3 auftritt (Theel, 2013).
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Abbildung 2.7 Sauerstoffsensor mit Glasfaser Abbildung 2.8 Schematischer Aufbau des Mikrosensor TX 3
(Huber & Krause, 2006) (Huber & Krause, 2006)
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2.4 Probenahmestellen und Probenahme

2.4.1 Schwebstoffe aus der Messstation Seemannshoft

Die Messstation Seemannshdéft gehért zum Hamburger Wassergitemessnetz und befindet sich
am linken Elbufer auf einem schwimmenden Ponton, in der Néhe des Kohlfleethafens, wie in
Abbildung 2.9 zu sehen ist. Wie in allen Messstationen werden dort kontinuierlich physikalische
und chemische Parameter erfasst. Neben dem Sedimentationsbecken (Abbildung 2.10) wird in
der Messstation Seemannshoft zusétzlich auch noch das biologische Frihwarnsystem mit
Daphnientoximeter und Algentoximeter betrieben (Hamburger Institut fir Hygiene und Umwelt,
2013). Mit einer geringen Durchflussgeschwindigkeit fliel3t das Wasser aus der Elbe durch das
Sedimentationsbecken. Darin enthaltene Schwebstoffe setzen sich ab  (,frisches,

schwebstoffgebirtiges Sediment*) (Claus, 2010).

Abbildung 2.9 Probenahmestelle Seemannshoft  Abbildung 2.10 Sedimentationsbecken
(http://www.hamburg.de/hu/ 2013)
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2.4.2 Schwebstoffe aus der Messstation Bunthaus
Wie auch die Messstation Seemannshoft gehdrt die Station Bunthaus zum Hamburger

Wassergutemessnetz. Sie liegt etwas nordlich der Teilungsstelle von Norder- und Stderelbe
(Abbildung 2.11 und 2.12). Ebenso wie in Seemannshéft werden chemische und physikalische
Parameter bestimmt, ein biologisches Frihwarnsystem betrieben und in einem
Sedimentationsbecken die Schwebstoffe gesammelt. Das Probewasser wird tiber Kreiselpumpen

in die schwimmende Station gepumpt (Hamburger Institut fir Hygiene und Umwelt, 2013).

Abbildung 2.12 Messstation Bunthaus
(http://undine.bafg.de/servlet/is/12449/ 2013):

Abbildung 2.11 Probenahmestelle Bunthaus
(http://www.hamburg.de/hu/ 2013)
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2.4.3 Probenahme
In den durchgefiihrten Versuchen wurden Schwebstoffe aus der Elbe untersucht. Bei diesen

Proben handelte es sich um Monatsmischproben aus Méarz, April und Mai 2013, die jeweils tGiber
einen Monat in den Sedimentationsbecken in Seemannshéft und Bunthaus gesammelt wurden.

Zu Beginn eines jeden Monats werden diese Schwebstoffe aus den Becken entnommen und in
Polyethylen (PE) Probenflaschen mit einem Volumen von 1,5 | gefillt. Damit die Kiihlkette nicht
unterbrochen wird, werden diese gekuhlt transportiert und bis zur Weiterverarbeitung im

Kuhlraum gelagert.

2.4.4 Schwebstoff-Proben wahrend des Hochwassers im Juni 2013
Tagelange Regenfélle verursachten von Ende Mai bis Mitte Juni 2013 ein Hochwasser in

Mitteleuropa. Die Elbe trat in Deutschland insbesondere in Sachsen und Sachsen-Anhalt tUber
ihre Ufer. In Hamburg waren die Auswirkungen vergleichsweise gering. Ein erhdhter Pegelstand,
eine schnellere FlieBgeschwindigkeit, eine starkere Wassertribung und ein erhohtes
Aufkommen von Treibgut waren &uf3erlich zu erkennen. Um die Schadstoff- und Keimbelastung
zu Uberwachen, wurde ein Sondermessprogramm durchgefiihrt. Im Rahmen dieses Programms
wurden zwischen dem 4. Juni und dem 1. Juli zuséatzlich zu den kontinuierlichen Messungen an
17 Tagen Wasser- und Schwebstoffproben an der Messstation Seemannshéft genommen und
analysiert (Schwartz, 2013). Dazu wurden die Proben 4 Stunden in einer Padberg Zentrifuge
geschleudert, sodass anschliel3end die Schwebstoffe aus dem Rotor genommen werden konnten.
Von den Schwebstoffproben wurden Proben des 11.6., dem Tag des Hochwasserscheitels
(Undine, 2013), und vom 13.6. fur den Fischei-Sedimentkontakttest verwendet.
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2.5 Probenaufbereitung von Schwebstoff- und Sedimentproben

Fir den Einsatz im Fischei-Sedimentkontakttest wurden die Schwebstoffe gefriergetrocknet
getestet (BfG, 2004). Dazu wurde im ersten Schritt das Uberstehende Wasser der
Schwebstoffprobe vorsichtig dekantiert und der verbleibende Schwebstoff mit Hilfe eines Loffels
homogenisiert. Anschlie3end Uberfiihrte man die Probe in eine Edelstahlschale (Fa. Retsch,
Durchmesser 25 cm, Hohe mindestens 2,5 cm) und kihlte sie in einem Tiefklihlschrank auf
mindestens -35 °C herunter. Dies verhinderte ein Verspritzen in der Gefriertrocknungsanlage.
Zusatzlich wurde ein Edelstahlsieb (Fa. Retsch, Maschenweite 0,2 mm) auf die Schale aufgesetzt.
Damit beim Fischei-Sedimentkontakttest wieder die gleiche Menge an Flissigkeit zugefihrt
werden konnte, wie durch die Trocknung verloren ging, wurde der Trockenrtickstand bestimmt.
Dazu wurde die leere Schale mit Sieb (ms) und die Probe mit Schale und Sieb (my) vor dem
Trocknen gewogen und das Gewicht notiert.

Sobald die Probe ausreichend gefroren war, wurde sie in der Anlage Amsco Finn Aqua, Lyovac
GT2 gefriergetrocknet. Je nach Wassergehalt und Menge der Probe dauerte dies 1 bis 3 Tage. Der
Trocknungserfolg wurde optisch und durch Beobachten des Druckverlaufs nach Schliel3en der
Lochkammer zwischen Kuihl- und Trockenkammer tberprift.

Die Proben wurden enthommen und erneut mit Schale und Sieb gewogen (mc). Die Probe wurde
anschlieRend Uber ein 2 mm Nylonsieb gesiebt und in eine geeignete Flasche gefullt und diese
mit der Tagebuchnummer beschriftet. Damit keine Feuchtigkeit eindringen und Kkeine
Reaktionsvorgange stattfinden konnten, wurden die Flaschen bis zur Verwendung dunkel und

kuhl im Kdhlschrank gelagert.

2.5.1 Chemische und physikalische Eigenschaften der Schwebstoffe
Der Trockenrickstand wurde nach folgender Formel berechnet:

Trockenriickstand in Prozent: Trs [%0]= % *100
Einwaage leere Schale+ Sieb Ma
Einwaage vor Trocknung Mp
Einwaage nach Trocknung mc

Damit wurde ausgerechnet, wie viel Verdinnungswasser fur den Test zum jeweiligen
Schwebstoff zugegeben werden muss, um das entsprechendes Verhaltnis von Schwebstoff und
Wasser zu erhalten.

100 % entsprechen dem Wassergehalt mit Schwebstoff, wie er urspringlich vorlag. Davon
wurde der Trockenriickstand Trs [%] subtrahiert, sodass der Anteil des Wassergehalts in

Prozent errechnet wird, der durch die Gefriertrocknung entfernt worden war und spéter als
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Verdinnungswasser wieder dazugegeben wurde. Die Methodik der Berechnung des
Trockenrickstands und der damit verbundenen Ableitung einer einheitlichen Zugabe des
Verdunnungswassers wurde erst im Laufe der Versuche entwickelt (DanTox Symposium, mindl.
Mitteilung, 2013), sodass das Verfahren nur bei den Schwebstoffen vom Mai angewendet wurde.
Im Labor des Instituts wurde von allen Proben eine Vielzahl an chemischen und physikalischen
Parametern bestimmt und fur diese Arbeit zur Verfugung gestellt. Der Glihverlust kann als MaR3
fur den Anteil an organischen Substanzen gesehen werden und wurde fir die
Schwebstoffproben im HU zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit leider nicht bestimmt. Als
organischer Summenparameter fungiert daher der TOC-Gehalt (Total Organic Carbon), welcher
die Konzentration an organisch gebundenen Kohlenstoff angibt. Die Bestimmung des TOC-
Gehaltes von Schwebstoffen und Sedimenten wird am HU durch die DIN EN 1484 - H3 geregelt
(CEN, 2012). Grundlage zur Bestimmung des TOC-Gehaltes ist die Umwandlung des
vorhandenen Kohlenstoffs durch Oxidation.

Schwermetalle wie beispielsweise Blei, Cadmium, Chrom, Eisen, Kupfer, Mangan oder Zink
wurden ebenfalls bestimmt. Dartiber hinaus wurde die Belastung an organischen Schadstoffen
wie Polychlorierte Biphenyle, Benzol-Verbindungen oder Organochlorpestiziden gemessen. Alle

verwendeten Analysemethoden befinden sich im Anhang I.
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2.6 Chemikalien und Geréate
Angepasst an den Entwurf der SOP fir den Fischei-Sedimentkontakttest sind die verwendeten

Chemikalien und Geréate (SOP, 2011) aufgelistet.

e 3,/4-Dichloranilin (3,4-DCA)

e HCIO,1n, Merck Art 1.09060.1000

e NaOH 0,1 n, Merck Art 1.09137.1000

e Technischer Puffer: pH 4,0; 7,0; 6,865

e Na2S03 19/100ml zur Kalibrierung der Sauerstoffsonde

e Watte aus Baumwolle

e Quarzsand F36 (Quarzwerke GmbH Frechen, Deutschland)

o pH-Meter WTW 320 mit Elektrode SenTix 41

o Sauerstoff-Messgerat WTW Oxi 330 mit Sauerstoffsensor CellOx 325
o Sauerstoff-Messgerat PreSensMicrox TX 3 Needle Sensor

e Inversmikroskop

o Kaltlichtquelle

e Binokular

e Horizontalschuttler

o Kihlinkubator

o 24-Well-Zellkulturplatte fir die Auswertung

e Edelstahlsieb

e div. Aquarien mit Laichschalen, Kunstpflanzen, Futterautomaten und Auf3enfilter
o 20 ml Kristallisierschalen

e Parafilm (fur Kristallisierschalen)

e Pipette mit 500-2500 pl und Pipettenspitzen

o Einweg-Plastikpipette

o Messkolben und Messzylinder 1 ml, 210 ml, 200 mi

e Aktivkohlepatrone und Kupfer-lonen-Austauscher

e Verschiedene Glasware und Spatel

o Teststdbchen (Merckoquant) fir Ammonium, Nitrit, Nitrat und Wasserharte,
e Labortagebuch

e Waage Sartorius universal 20048
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2.7 Ansetzen, Lagerung und Handhabung der Standardlésungen und

Reagenzien

Das aufgedruckte Haltbarkeitsdatum der Lésungen und Chemikalien darf nicht Gberschritten
werden, auf3erdem mussen angesetzte Losungen immer mit einem Haltbarkeitsdatum versehen
werden. Stammldsungen sind lichtgeschitzt im Kihlschrank zu lagern und bis zu 6 Monaten
verwendbar (SOP, 2009).

Das Verdiinnungswasser weist die gleiche Zusammensetzung wie im Fischeitest (SOP, 2009) auf:

o 294,0mg/L CaCly x 2H0

e 123,3mg/L MgSO4x 7H20

e 63,0 mg/L NaHCO3

e 55mg/LKCI
Das Verdinnungswasser wird mit deionisiertem Wasser hergestellt. Damit sich eine
Sauerstoffsattigung von etwa 8 mg/L O; einstellt, wird das Wasser fir 24 Stunden bellftet und
auf 26 +1°C temperiert.
Fur die 3,4-Dichloranilin Stammlésung (als Positivkontrolle) werden 0,05 g 3,4-Dichloranilin in
500mI Verdinnungswasser fur 24 Stunden gerihrt, da die Festsubstanz schwer I6slich ist. Im

Anschluss wird der pH-Wert mit 0,1 molarer Salzsaure auf 7,0 eingestellt wird.
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2.8 Fischei-Sedimentkontakttest
Angelehnt ist die Durchfiihrung an den Fischei-Test nach DIN EN 1SO 15088 — T6. Statt der

Bestimmung der akuten Toxizitdt von Abwasser oder Oberflachenwasser wird Sediment
untersucht. Natives Sediment, Sedimentextrakte oder -eluate sind fiir diesen Test geeignet
(Keiter, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit werden gefriergetrocknete Schwebstoffproben
untersucht. Im Folgenden wird der Ablauf des Tests erlautert, so wie er auch, abgesehen von
einzelnen Modifikationen, von Hollert et al. (2003), Keiter (2007), Raasch (2011), und Theel
(2013) beschrieben wird.

Der Versuch erstreckt sich Gber drei Tage.

Tag vor Testbeginn

Am Morgen werden die Sedimentproben und acht Quarzsand-Kontrollproben vorbereitet.
Letztere unterteilen sich nochmals in positive und negative Quarzsandkontrollen. Der
Quarzsand stammt von den Quarzsandwerken GmbH Frechen (F36). Fir jede Kontrolle werden
20 ml Kristallisierschalchen vorbereitet und beschriftet. Glasschalen minimieren die Adhésion
und somit den Verlust organischer Substanzen. Es wird je 3 g Quarzsand in die Schalen
eingewogen. Hierbei ist eine Toleranz von 1 % (3 g £ 0,03 g) Quarzsand sinnvoll, um zeitlich
schnell und dennoch genau arbeiten zu koénnen. In die Schalen werden dann jeweils 4 ml
Verdinnungswasser (EN 1SO 15088:2008) gefillt.

Anschliel3end werden die Kontrollen bis zum Versuchsbeginn mit Parafilm verschlossen und
verbleiben Gber Nacht im Kihlinkubator bei 26 °C auf einem Horizontalschittler.

Am Nachmittag vor Testbeginn muissen ausreichend Fische in das Laichbecken gesetzt werden,
um Fischeier zu erhalten.

Versuchstag / Tag der Eiablage

Am Versuchstag mussen die wassrigen Kontrollen vorbereitet werden, dazu werden wieder je 4
ml in acht Schalen gegeben und beschriftet, hierbei dienen vier Schalen fur die wassrige
Positivkontrolle und vier fir die wassrige Negativkontrolle. Fir eine Konzentration von 3,7
mg/L in den Positivkontrollen werden 185 pl DCA-Ldsung (Konzentration 100 mg/L) in jedes
Schélchen der acht Positivkontrollen (vier waéssrige und vier Quarzsand) Uberfuhrt. Dies
entspricht dem LCro-Wert von Fischeiern mit 3,4-DCA. Auch hier richtet sich die Konzentration
nach den gleichen Vorgaben wie im Fischeitest nach DIN EN 1SO 15088 — T6 (DIN 2009). Analog
zu den Quarzsandkontrollen wird je 3 g der zu untersuchenden Sedimentprobe in vier Schalen
eingewogen und mit Verdunnungswasser soweit aufgefullt, dass nach Wiederherstellung des
Wassergehalts der urspringlichen Probe (Siehe Kapitel 2.5.1) noch 2 ml Verdinnungswasser
zugeben wird. Das Einwiegen kann auch schon am Tag vorher geschehen.

Nach der Vorbereitung der Kontrollen und Proben erfolgt die Entnahme und Sichtung der

Fischeier. Die Laichschalen werden entnommen und die Eier eingesammelt und durchgesehen.
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Dazu mussen die Eier unter dem Mikroskop gezahlt und der Befruchtungsstatus der Eier
Uberprift werden. Mindestens 50 % der Fischeier missen befruchtet sein. Sie sind daran zu
erkennen, dass sich im Ei erste Zellen ausbilden. Fir einen Test werden mindestens 100
Fischeier bendtigt. Diese werden mit einem Siebloffel in eine 100 ml, mit Verdiinnungswasser
gefullte, Kristallisierschale Gberfuhrt. Man muss besonders darauf achten, dass sich die Fischeier
moglichst im gleichen Entwicklungsstadium befinden (zwischen 4 und 128 Zellen), nicht
beschadigt sind und moglichst wenig Flussigkeit mit tiberfiihrt wird. Vor dem Ubersetzen der
Eier in die Kontrollen und Sedimentproben werden diese nochmals unter dem Mikroskop
Uberpruft.
Jeweils 5 Eier werden in eine Schale gesetzt. Mit einer Eppendorfpipette bei einem Volumen von
1ml Verdinnungswasser werden die Eier vorsichtig in die Schalen der Negativkontrollen
gegeben. Um das gleiche Volumen in allen Kontrollen zu erhalten, werden die Eier mit 815 pl
Verdinnungswasser in die Positivkontrollen pipettiert, bevor auch jeweils 5 Eier in die Schalen
der Proben gelangen. Alle Schalen werden wieder mit Parafilm verschlossen und fur 48 Stunden
in den Brutschrank bei 26 °C auf den Horizontalschittler gestellt und mit einer Frequenz von 70
rpm geschttelt. Das Schitteln bewirkt eine Durchmischung der Wasserschichten tber dem
Sediment, wobei die Schiittelbewegungen auch die Sauerstoffzufuhr verbessern sollen.
48 Stunden nach Testbeginn / Auswertung
Nach 48 Stunden werden die 5 Embryonen aus ihren
jeweiligen Schalen entnommen und mit einer
Pasteurpipette in ein Well der 24 Well-Platte Uberfuhrt
(Abbildung 2.13). Es empfiehlt sich einen Belegungsplan
des Wells anzufertigen, um die Fischembryonen auch
spater unter dem Mikroskop der richtigen Probe und

Kontrolle zuzuordnen. Unter dem Inversmikroskop

Abbildung 2.13 24 — Well Platte zur erfolgt die Auswertung. In Anlehnung an die DIN EN 1SO

fﬂ‘:i‘;‘gﬁggg der Fischeier unter dem 15088 — T6 miissen mindestens 90 % der Embryonen in
der Probe Uberleben, damit diese als nicht toxisch gilt.
Protokolliert werden dieselben toxikologischen Endpunkte wie im Fischeitest. Unterschieden

werden folgende Zustande:
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e Normal entwickelter Keim
Treten keine letalen oder nicht letalen Missbildungen auf, ist der Embryo normal

entwickelt.

Somiten

Dottersack

Herz

Auge

Schwanz

Abbildung 2.14 Schematischer Aufbau eines Fischembryos und Embryo nach 48 Stunden
(SOP Fischeitest, 2009)

o Koagulierter Keim (letal)
Koagulation ist die Gerinnung oder Zerstérung von Eiweif3en. Koagulierte Eier
sind teilweise oder vollstandig undurchsichtig, die charakteristische Entwicklung
der Zellanlagen ist nicht zu erkennen und unter dem Mikroskop erscheint ihr
Abbild dunkel.

Abbildung 2.15 Koagulierter Keim
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Keine Schwanzabldsung (letal)
Der Schwanz muss sich klar vom Dottersack abgesetzt haben. Je nach

Entwicklungsstadium schreitet die Schwanzabldsung weiter voran.

Abbildung 2.16 Deformierter Embryo

Kein Herzschlag (letal)

Wenn innerhalb von 30 Sekunden Beobachtungszeit kein Herzschlag feststellbar
ist, gilt der Embryo als tot. Der Blutkreislauf ist an den Herzschlag gekoppelt.
Wenn der Herzschlag bei unginstiger Lage des Embryos schlecht einsehbar ist,
kann auch ein funktionierender Blutkreislauf als Kriterium herangezogen

werden.

Nicht letale Missbildungen werden nach DIN nicht bericksichtigt, unterscheiden lassen sich:

Keine Spontanbewegung

Odem (Abbildung 2.17)

Fehlen der Pigmentierung (Abbildung 2.18)
Fehlen der Augenanlagen
Wirbelsaulenverkrimmungen

Allgemeine Deformationen

Verlangsamter Herzschlag
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Abbildung 217 Embryo mit Abbildung 2.18 Embryo ohne pig-
Herzdédem (Pfeil) (Raasch, 2011) mentierte Augen und mit einem
verdicktem Schwanz (Raasch, 2011)

Identisch zur DIN EN ISO 15088 — T6 sind die angegeben Guiltigkeitskriterien, nach denen

e mindestens 90 % der Embryonen in den Negativkontrollen normal entwickelt
sein missen und
e in den Positivkontrollen bei mehr als 10 % der Embryonen letale Effekte

auftreten mussen.
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2.9 Versuchsdurchfiihrung

2.9.1 Einfluss der Schuttelfrequenz auf die Fischembryonen

Die ersten Voruntersuchungen zum Fischei-Sedimentkontakttest wurden nur mit Quarzsand
durchgefihrt, um den Einfluss der Schittelfrequenz auf die Fischeier zu testen. Sie entsprechen
dem vorgestellten Ablauf des Fischei-Sedimentkontakttests in Kapitel 2.8. Statt der
Schwebstoffproben wurden vier weitere negative Quarzsandkontrollen getestet, um die Anzahl
der Kontrollen zu erhéhen und damit das Handling mit der nétigen Anzahl an Schalen fir
spéatere Versuche erlernt werden konnte.

Dazu wurde der Bereich zwischen 60 bis 110 rpm untersucht. Bei einem Versuch bildeten
jeweils 40 Eier die Negativkontrollen auf dem Quarzsand, die Aufschluss auf die Fragestellung
geben. Die Anzahl der eingesetzten Fischeier minimierte sich teilweise auf 38 oder 39, wenn
nicht alle Fischeier wiedergefunden werden konnten.

Je 20 Eier liefen als wassrige Positivkontrolle, als Positivkontrolle auf Quarzsand und in Form

der wassrigen Negativkontrolle mit. Alle Proben standen auf dem Schittler.

2.9.2 Kontinuierliche Sauerstoffmessungen

Die Sauerstoffmessungen fanden ohne die Zugabe von Fischeiern statt, es wurde lediglich der

Verlauf der Sauerstoffkonzentration untersucht.

Fir die Sauerstoffmessungen wurden 3 g = 0,03 g der Schwebstoffprobe in eine 20 mi

Kristallisierschale eingewogen und mit Parafilm verschlossen. Je nach Schwebstoff unterschied
sich die Zugabe von Verdinnungswasser aufgrund der
Wasseraufnahmeféhigkeit des Sediments und der Sattigung
(Kapitel 2.5.1). Nach der Sattigung sollten noch circa 2 ml
Verdinnungswasser zugegeben werden.
Zunachst wurde der Verlauf der Sauerstoffverhéltnisse im
Uberstandswasser direkt tUber dem Sediment mit Hilfe von
kontinuierlichen Messungen ohne Schittler mit der Mikrosonde
bei 26°C dokumentiert. Diese Messungen wurden im
temperaturgeregelten Fischlabor durchgefuhrt (Abbildung 2.19).
Die Temperatur im Fischlabor wird mit einem Datalogger
dokumentiert. Damit das Verdinnungswasser nicht verdunstete,
wurden nur zwei kleine Locher in den Parafilm gestochen, sodass

Abbildung 2.19 Temperatur- die Sauerstoff- und Temperatursonde hindurch passten.

und Sauerstoffmessung im Uber-

standswasser des Schwebstoffs Kontinuierliche Messungen wurden nur mit den Schwebstoffen

Bunthaus aus dem Monat Méarz . . .
des Monats Méarz aus Seemannshoft und Bunthaus durchgefihrt.
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Beide Schwebstoffe wurden jeweils zweimal Uberprift, dabei erstreckte sich die Messung Uber

mindestens 48 Stunden und die Mikrosonde hat den Sauerstoffgehalt sekiindlich gemessen.

2.9.3 Erh6hung der Schittelfrequenz zur Verbesserung der Sauerstoff-
konzentration
Eine Moglichkeit, die Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser zu erhéhen, bietet der

Eintrag von Sauerstoff aus der Luft in die wéassrige Losung. Ermdglicht wird dies durch ein
bewegtes System, wie beispielsweise den verwendeten Horizontalschiittler. Die Kinetik des
Sauerstoffeintrags nimmt im Vergleich zu einem unbewegten System stark zu. Veranderbarer
Parameter ist die Schittelfrequenz, die in rpm gemessen wird. Ferner ist die Oberflache, an der
die Diffusion stattfindet, ein Parameter. Je groRRer die Oberflache, desto mehr Sauerstoff kann
aus der Luft in die wassrige Phase diffundieren. Das Schitteln sorgt neben dem
Sauerstoffeintrag auerdem fur eine Wasserbewegung, bei der die sauerstoffarme Wasserphase
direkt Gber dem Sediment mit der Ubrigen Wasserphase durchmischt wird (Eldridge & Morse,
2008).

2.9.3.1 Sauerstoffmessung bei einer Schuttelfrequenz von 80 rpm
Versuche, bei denen ein Horizontalschittler verwendet wurde und Sauerstoffmessungen

durchgefihrt wurden, konnten nicht kontinuierlich stattfinden, da die empfindliche Sonde nicht
wahrend des Schittelns messen kann und sie auRerdem nicht mit Schattler in den Brutschrank
passen wuirde. Daher steht nur der Horizontalschittler im Kihlinkubator, der auf 26 °C
temperiert ist. Die Schittelfrequenz des Horizontalschittlers betrug in allen Versuchen zur
Sauerstoffmessung 80 rpm. Alle zu messenden Sedimente befanden sich mit Parafilm abgedeckt
auf dem Horizontalschuttler im Brutschrank, sofern sie
nicht zur Messung bendtigt wurden. Zu Beginn und
darauffolgend in regelméaRigen Abstéanden sind sie fur die
Messung herausgeholt worden und der Parafilm wurde
fur die Sauerstoffmessung kurz abgedeckt (Abbildung
2.20). Vorsichtig ist die Sonde so weit aus der Spritze
herausgefahren worden, bis sie den Sauerstoffgehalt
direkt Gber dem Sediment messen konnte. Sobald die
Messung erfolgt war, wurde die Schale wieder mit dem
Parafilm verschlossen und in den Brutschrank gestellt.
Nacheinander wurden alle Schalen gemessen und die
Werte im Protokoll notiert. Je nach Versuch betrugen die

Abbildung 2.20 Sauerstoffsonde (rechts . . . .
bei der ?\Aessung iiber dem Schvf,ebstof)f Messintervalle zwischen 15 Minuten und 2 Stunden. Die

Seemannshoftaus dem Monat Marz gesamte Messung erstreckte sich bei dichteren

32
Fischei-Sedimentkontakttest mit sauerstoffzehrenden Sedimenten



Material und Methoden

Messintervallen Gber 8 Stunden bis hin zu 48 Stunden. Damit der komplette Verlauf der
Sauerstoffkonzentration tUber 48 Stunden betrachtet werden kann, wurden die Messungen
jeweils 12 Stunden zeitversetzt gestartet. Zuerst wurden die ersten 12 Stunden gemessen,
danach wurde eine weitere Probe angesetzt und tber Nacht fir 12 Stunden in den Brutschrank
gestellt. 24 Stunden nach Start der Messung konnte dann das Messintervall zwischen 24 bis 36
Stunden untersucht werden und gleichzeitig der Bereich von 12 bis 24 Stunden bei der Probe,
die 12 Stunden nach der ersten Probe angesetzt worden war. Analog dazu erfolgte die Messung
des Bereichs von 36 bis 48 Stunden nach Uberschichtung des Schwebstoffs mit
Verdunnungswasser.
Die Sauerstoffkonzentration der Marz-Schwebstoffe aus Seemannshdéft und Bunthaus wurde
Uber einen Zeitraum von 8 Stunden bei einer Schittelfrequenz von 80 rpm mit einem
Messabstand zwischen den einzelnen Sauerstoffmessungen von 15 bis 30 Minuten untersucht.
Dabei wurde der Versuch mit jedem Schwebstoff
zweimal durchgefihrt.
Bei gleicher Frequenz ist der Messzeitraum
anschlieRend auf 48 Stunden verlangert worden und
zusatzlich wurden Schwebstoffe des Monats April zu
den Schwebstoffen des Monats Marz aus
Seemannshoft und Bunthaus getestet. Auch hier
wurde der jeweilige  Schwebstoff zweimal
untersucht. Sauerstoffmessungen ohne Fischeier mit
Abbildung 2.21 Schalen mit Kontrollen und den Schwebstoffen des Monats Mai wurden nicht
:Sfr §§mf§ffz°of§{£‘.’§i§§f;'riﬁ SSTS%””SW durchgefihrt, da die Gefriertrocknung dieser Proben,
aufgrund der Prioritat der Proben aus dem Hochwasser-Messprogramm, erst spéater erfolgen
konnte. Auch mit den Hochwasserproben konnten im Rahmen der Bachelorarbeit keine

separaten Sauerstoffmessungen ohne Fischeier mehr durchgefiihrt werden.

2.9.4 Vorinkubation zur Verbesserung der Sauerstoffkonzentration
Analog zu Versuchen, die mit dem Sediment des Flusses Basin (Sao Paulo, Brasilien) im Fischei-

Sedimentkontakttest gemacht wurden, kann eine zusétzliche Verbesserung der Sauerstoff-
versorgung durch Vorinkubation erreicht werden. Dort wurde 72 Stunden vor dem Zugeben der
Fischeier das Sediment mit Verdiinnungswasser vermischt (Rocha et al., 2011).

Sauerstoffmessungen in der Wasserphase direkt Uber dem Sediment Uber einen langeren
Zeitraum sollten zeigen, wo und wann sauerstoffzehrende Prozesse in diesem Bereich

stattfinden. Wenn sich diese Prozesse nach einer gewissen Zeit einstellen oder vermindern,
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sodass nachfolgend ein Mindestsauerstoffgehalt von 4 mg/L O, uber den kompletten
Testzeitraum von 48 Stunden sichergestellt werden kann, kénnen die Fischeier ab diesem
Zeitpunkt zum Sediment hinzugegeben werden.

Eine Vorinkubation der Schwebstoffproben wurde in allen Versuchen zur Toxizitat
vorgenommen. Am Tag vor Testbeginn wurden die Schwebstoffproben 24 Stunden vor dem
Uberfiihren der Eier mit Verdinnungswasser angesetzt, mit Parafilm verschlossen und tber
Nacht auf den Horizontalschiuttler bei 80 rpm in den Kuhlinkubator gestellt. Die
Schittelfrequenz wurde von der urspringlichen Frequenz aus der SOP (Raasch, 2011) von 70
rpm auf 80 rpm erhoht, um eine zusétzliche Verbesserung der Sauerstoffkonzentration zu
erreichen. Die Vorinkubation fand mit den Schwebstoffen aus Seemannshdéft und Bunthaus aus
den Monaten Mérz, April und Mai statt. Auf die gleiche Weise wurden die Schwebstoffproben des
Hochwassers vom 11. und vom 13. Juni vorinkubiert. Zu jedem Test z&hlten vier Schalen mit
jeweils funf Fischeiern, sodass bei erfolgreichem Wiederfinden aller Eier 20 Fischeier
ausgewertet werden konnten.

Zu Testbeginn, das heiRt 24 Stunden nach Uberschichten des Schwebstoffs mit
Verdunnungswasser und dann wieder nach 48 Stunden bei Testende, wurde der
Sauerstoffgehalt in der Wasserphase direkt tiber dem Schwebstoff bei den Proben gemessen und

notiert.

2.9.5 Versuche zur Toxizitat der Schwebstoffe
Abschlie3end konnten nach Modifikation verschiedener Versuchsbedingungen die Schwebstoffe

aus Seemannshoft und aus Bunthaus, sowie die zwei Schwebstoffproben aus dem
Hochwassermessprogramm exemplarisch im Fischei-Sedimentkontakttest auf ihre Toxizitét
getestet werden. Die Versuche fanden mit einer Vorinkubation von 24 Stunden und bei einer
Schittelfrequenz von 80 rpm statt. In jede der vier Schalen mit Testschwebstoff gelangten flnf
Fischeier, die nach 48 Stunden zur Auswertung unter dem Mikroskop untersucht wurden. Die
Sauerstoffkonzentration wurde durch je eine Messung kurz vor Uberfilhren der Fischeier und

nach Testende dokumentiert.
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3. Ergebnisse und Auswertung

3.1 Chemische und physikalische Eigenschaften der Schwebstoffe

3.1.1 Bestimmung des Trockenrtckstandes und der Verdinnungswasser-Zugabe
der Mai-Schwebstoffe

Aus den Einwaagen der Schwebstoffe vor und nach dem Gefriertrocknen lasst sich der
Trockenrickstand bestimmen, die eingewogenen Massen sind in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tabelle 3.1 Einwaage Trockenruckstand Schwebstoffe Seemannsh6ft und Bunthaus aus dem Monat Mai

Bunthaus Seemannshoft
Einwaage leere Schale + Sieb [g] Ma 556,2 660,68
Einwaage vor Trocknung [g] Mg 951,8 1538,9
Einwaage nach Trocknung [g] mc 638,14 1010,08
Trockenrickstand [9%6] Trs 20,71 39,78

Um den gleichen Wassergehalt wiederherzustellen, wie er in der genommenen
Schwebstoffprobe des Monats Mai vorherrschte, mussten circa 11,5 ml Verdiinnungswasser in
den Schwebstoff aus Bunthaus und circa 4,5 ml Verdiinnungswasser in den Schwebstoff aus
Seemannshoft hinzugefugt werden (Tabelle 3.2). Es sollten nach Wiederherstellung des
urspringlichen Wassergehalts und der Sattigung noch weitere 2 ml hinzukommen. Das
Gesamtvolumen wirde demnach 135 ml Verdunnungswasser fur Bunthaus und 6,5 ml
Verdunnungswasser fir Seemannshoft betragen. Wie in Tabelle 3.14 und Tabelle 3.17
ersichtlich, wurden bei Seemannshéft eben diese 6,5 ml hinzugefiigt, bei Bunthaus insgesamt
nur 12 ml Verdinnungswasser. Aufgrund der kleinen Kristallisierschalen (20 ml) und dem
dennoch groRem Volumen an Uberstandswasser reichten 12 ml jedoch aus. Dariiber hinaus
kann die Sonde nicht beliebig weit aus der Spritze herausgefahren werden, da die Spritze sonst

mit der Probe kontaminiert wird und es zu schnellerer Alterung kommen kann.

Tabelle 3.2 Bestimmung Zugabe von Verdinnungswasser bei 3g Schwebstoff aus dem Monat Mai

Bunthaus Seemannshoft
Schwebstoff vor Gefriertrocknung [g] 395,6 878,22
Schwebstoff nach Gefriertrocknung [g] 81,94 3494
Wassergehalt [g] 313,66 528,82
Wassergehalt [%] 79,29 60,22
Zugabe Wasser pro g Feststoff [ml] 3,82 151
Zugabe Wassergehalt pro 3g Feststoff [ml] 11,48 4,54
Plausibilitatspriufung 3g=ca. 20 % 3g=ca.40%

80% =ca. 12 ml 60 % = ca. 4,5 ml
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3.1.2 Analytikdaten
Da der TOC-Gehalt fur die Proben aus dem Jahr 2013 zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit

leider noch nicht vorlag, wurde ein Vergleich mit den Werten aus 2012 vorgenommen.
Vorliegende Daten des TOC-Gehalts der Schwebstoffe aus Seemannshoft und Bunthaus 2012
zeigten folgende Entwicklung der einzelnen Monatswerte, wobei der Gehalt von Februar bei
Bunthaus nicht bestimmt wurde. Schwebstoffe aus Bunthaus haben stets einen htheren Gehalt
an gebunden organischen Kohlenstoffen als Schwebstoffe aus den Sedimentationsbecken
Seemannshoft. Wahrend Bunthaus von Dezember bis Juni bei einem Gehalt von etwa 50-60 g/kg
TM lag, stieg der Gehalt bei Seemannshéft Gber das Frihjahr bis zum Sommer an und fiel erstim
Herbst wieder leicht ab. Der TOC-Gehalt variierte bei Seemannshoft zwischen circa 15 bis 40
g/kg TM Uber das Jahr 2012, der Bereich bei Bunthaus erstreckte sich von etwa 36 bis maximal

63 g/kg TM. Die einzelnen Gehalte sind im Anhang | aufgefihrt.
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Abbildung 3.1 TOC-Gehalt in den Schwebstoffen Seemannshdft und Bunthaus aus Monatsproben 2012 n.b.
nicht bestimmt

Die Einzelwerte des TOC-Gehalts in den Schwebstoffproben wahrend des Hochwassers sind in
der Abbildung 3.2 dargestellt. Sie liegen alle Gber den Werten, die normalerweise an dieser
Stelle bei Seemannshoft gemessen werden. Im Laufe der ersten Tage nahm der TOC bis zum
12.06. stetig ab, ehe er bis zur hochsten Konzentration am 20.6.2013 mit knapp 200 g/kg TM
wieder mit ablaufendem Hochwasser anstieg. Zwei weitere Messungen am 24.06. und 1.7. lagen

bei 60-80 g/kg TM und néaherten sich somit wieder den Normalwerten.
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Abbildung 3.2 TOC-Gehalt im Schwebstoff des Hochwassers bei Seemannshéft zwischen dem 04.06. und
01.07.2013 (Pfeil Hochwasserscheitel)
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Eine Ergebnis-Auswahl der analysierten Schwermetalle, dem Weichmacher DEHP und
Pentachlorphenol von den Schwebstoffen aus den Monaten Marz und April aus Bunthaus und
Seemannshoft ist in Tabelle 3.3 aufgefiihrt. Verglichen mit den vorhandenen Hintergrundwerten
(HGW) aus dem Lander-Mess-Netz und Grenzwerten (GW) aus Anhang 4 und 5 der Oberfléachen-
gewasserverordnung - OGewV (0GewV, 2011), sowie den Bestimmungsgrenzen (BG) zeigte sich,
dass alle vorgegeben Bestimmungsgrenzen eingehalten wurden. Bei allen Schwermetallen
(Arsen, Blei, Cadmium, Chrom, Kupfer, Nickel, Quecksilber und Zink) aus Tabelle 3.3 hatten die
Schwebstoffe aus Bunthaus in nahezu jedem Fall einen doppelt so hohen Gehalt im Vergleich zu
den Schwebstoffen aus Seemannshoft. Die Konzentrationen aus Seemannshoft ndherten sich den
Hintergrundwerten an, mit Ausnahme der Werte von Cadmium, Chrom, Quecksilber und Zink,
wobei hier die teilweise vorhandenen Grenzwerte eingehalten wurden. Die Ergebnisse von
DEHP und Pentachlorphenol waren alle nahe der jeweiligen Bestimmungsgrenze. Alle
Analysedaten sind im Anhang | zu finden. Bei Abschluss der Bachelorarbeit lagen jedoch noch
nicht alle Analyse-Ergebnisse vor.

Tabelle 3.3 Auswahl der Analytikdaten der Spurenelemente aus Bunthaus (BU) und Seemannshéft (SH)
jeweils Schwebstoffe aus der Monatsprobe Méarz und April

Parameter Einheit Norm HGW1 | BG2 | GW3 SH SH BU BU
Méarz | April | Mérz | April
Arsen mg/kg 10 1 40 10 11 20 21
™
Blei mg/kg 25 4 22 28 59 62
™
Cadmium mg/kg 0,3 0,1 11 15 34 35
™ DIN EN ISO 11885
Chrom mg/kg (E22) (2009) 80 2 640 23 26 47 42
™
Kupfer mg/kg 20 2 160 30 35 65 65
™
Nickel mg/kg 30 2 13 16 30 28
™
Quecksilber | mg/kg DIN EN ISO 0,2 0,1 0,64 0,8 19 15
™ 17294-2 E29
(2005)
Zink mg/kg | DINENISO 11885 | 100 2 800 | 230 [ 280 | 580 | 630
™ (E22) (2009)
DEHP pg/kg DIN EN ISO 250 <250 | 400 | <250 | 370
™ 18856:2004 F26
Pentachlor- | ug/kg Hausmethode 0,25 029 | 0,38 | 054 | 0,65
phenol ™

1 Hintergrundwerte (HGW) laut Bund-L&nder-Messprogramm (Michelsen, 2008)
2Bestimmunggrenze (BG) laut HU und
http://www.umweltdaten.landsh.de/nuis/wafis/seen/chemie_sedimente.pdf
3vorhandene Grenzwerte aus Anlage 4 und 5 der Oberflachengewdsserverordnung (2011)
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3.2 Einfluss der Schuttelfrequenz auf die Fischembryonen

Damit sich eine Schadigung der Embryonen durch eine zu hohe Schiittelfrequenz und das Reiben
auf dem Quarzsand bzw. Sediment ausschlie3en Iasst, werden im Folgenden die Ergebnisse der
Negativkontrollen auf Quarzsand bei verschiedenen Schuittelfrequenzen vorgestellt. Die
Mortalitat errechnete sich aus der Anzahl der Fischeier mit letalen Effekten, bezogen auf die
Anzahl der wiedergefundenen Eier.

Die Gultigkeitskriterien der DIN EN ISO 15088 — T6 fur die entsprechenden Positiv- und
Negativkontrollen wurden alle eingehalten, sofern nicht anders erldutert. Die Positiv- und
Negativkontrollen zeigten keinerlei Auffalligkeiten. Die Mortalitaten der Positivkontrolle waren
hoher als sie eigentlich sein missten (erwartet wird ein Wert von LCso). Alle Versuchsprotokolle

sind im Anhang Il angeftigt.

3.2.1 Auswirkungen bei einer Schttelfrequenz von 60 rpm

Bei einer Schittelfrequenz von 60 rpm zeigte ein Embryo letale Schadigungen, dies entspricht
bei 39 wiedergefundenen Fischeiern einer Mortalitdt von 2,6 % und somit waren die
Gultigkeitskriterien (Mortalitat < 10 %) erfiillt und es lag keine Schiadigung der Fischeier bei der
Frequenz von 60 rpm vor. Im Auszug aus dem Protokoll (Anhang I11) lassen sich die Effekte auf

die Embryonen nach 48 Stunden ablesen.

3.2.2 Auswirkungen bei einer Schittelfrequenz von 70 rpm

Die Schittelfrequenz von 70 rpm fihrte zu keinen Schadigungen der Fischeier. Die Mortalitat
der Embryonen auf dem Quarzsand lag bei 0 % (Anhang I11).

Vor allem Embryonen aus den Eiern, die auf dem Quarzsand lagen (Negativkontrollen), waren

geschlupft. Hier waren 15 von 39 Embryonen geschlupft, dies entspricht 38,5 %.

3.2.3 Auswirkungen bei einer Schttelfrequenz von 80 rpm
Bei einer Schittelfrequenz von 80 rpm zeigte sich eine Mortalitdt von 5 % (Anhang Ill). Die

Schlupfrate der Embryonen wurde nicht dokumentiert.

3.2.4 Auswirkungen bei einer Schttelfrequenz von 90 rpm

Die Fischeier entwickelten sich bei 90 rpm alle normal, ihre Mortalitét lag bei 0 % (Anhang IlI).
Geschlupft waren vor allem Fischembryonen in der wassrigen Kontrolle, bei den auf dem
Quarzsand liegenden lediglich vier von 38. In der Positivkontrolle war die Mortalitat mit 100 %

sehr hoch.
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3.2.5 Auswirkungen bei einer Schuttelfrequenz von 100 rpm

Auch bei 100 rpm waren noch keine signifikanten Auswirkungen auf die Fischer festzustellen.
Drei der 40 Fischeier waren koaguliert, dies entspricht einer Mortalitat von 7,5 % (Anhang IlI).
Die steigende Frequenz fuhrte dazu, dass es schwierig war, die Fischeier zur Sichtung nach 48

Stunden wiederzufinden, da sie zwischen die Korner des Quarzsandes gerutscht waren.

3.2.6 Auswirkungen bei einer Schittelfrequenz von 110 rpm

Die Mortalitdst von 10,3 % lag auferhalb der Giltigkeitskriterien (< 10 %) fiir die
Negativkontrolle mit Quarzsand. Vier von 39 Fischeiern waren koaguliert, die restlichen 35
entwickelten sich normal (Anhang I1l). Die Mortalitat in der wéassrigen Negativkontrollen war
mit 21 % auch groRer als 10 % und somit ebenfalls au3erhalb der Giltigkeitskriterien (Anhang
I11). Wie bei dem Versuch mit 100 rpm gestaltete sich das Wiederfinden der Fischeier auf dem

Quarzsand als schwierig, da diese teilweise in den Quarzsand eingesunken waren.
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3.2.7 Vergleich des Einflusses unterschiedlicher Schuttelfrequenzen auf die
Embryonalentwicklung

Die getestete Schittelfrequenz lag im Bereich zwischen 60 und 110 rpm. Sie kann nicht beliebig
erhéht werden, da die Embryonen sonst durch die Reibung auf dem Quarzsand bzw. dem

Sediment geschadigt werden.

In den Quarzsandkontrollen wurden bei einer Schittelfrequenz zwischen 60 und 100 rpm
jeweils weniger als 10 % der Fischembryonen letal in ihrer Entwicklung beeinflusst.

Ab einer Schittelfrequenz von 110 rpm zeigten mehr als 10 % der Fischeier Schadigungen oder
waren koaguliert (Abbildung 3.3). Als geeignete Frequenz fir folgende Fischei-
Sedimentkontakttests wurde 80 rpm gewahlt. Bei 70 rpm und 90 rpm betrug die Mortalitat zwar
jeweils 0 %, aber im Gegensatz zum Versuch mit 90 rpm konnten bei 80 rpm alle Embryonen
wiedergefunden wurden. Die erhdhte Frequenz kénnte fir den Misserfolg des Wiederfindens
verantwortlich sein. Diese nichtgefundenen Embryonen kénnten durch die erhéhte Frequenz
verursacht worden sein. Die gewahlte, niedrigere Frequenz von 80 rpm soll diesen Misserfolg

ausschlief3en.
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Abbildung 3.3 Letale Effekte der Schittelfrequenzen bei den Negativ-Quarzsandkontrollen auf die
Fischembryonen bei unterschiedlichen Frequenzen. N ist die Anzahl der ausgewerteten Fischeier
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3.3 Kontinuierliche Sauerstoffmessung

Die Abbildung 3.4 zeigt die Entwicklung der Sauerstoffkonzentration tUber 48 Stunden in der
Wasserphase direkt tUber dem Schwebstoff. Die Mikrosonde der Firma PreSens hat die
Sauerstoffkonzentration sekiindlich gemessen. In den ersten Stunden nahm die Konzentration in
der Wasserphase tber beiden Schwebstoffen vom Méarz deutlich ab. Bei den Messungen mit den
Schwebstoffen aus Bunthaus erreichte die Konzentration nach 6 bis 8 Stunden einen Wert unter
1 mg/L Oz. Der Schwebstoff aus der Elbe bei Seemannshoft bewirkte einen ahnlichen Abfall in
den ersten 12 Stunden auf 0 bis 2 mg/L O..

Wéhrend die Konzentration tiber dem Schwebstoff aus Bunthaus bei einer Konzentration unter
1 mg/L stagnierte, stieg der Sauerstoffgehalt in der Wasserphase tUber dem Schwebstoff aus

Seemannshoft nach circa 20 Stunden wieder an und stabilisierte sich zwischen 3 bis 4 mg/L Oo.
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Abbildung 3.4 Kontinuierliche Sauerstoffmessung (sekindlich) in der Wasserphase direkt Uber den
Schwebstoffen aus Bunthaus (BU) und Seemannshéft (SH) vom Méarz 2013 Uber einen Zeitraum 48 Stunden
bei 26 °C
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3.4 Sauerstoffmessung bei einer Schittelfrequenz von 80 rpm

3.4.1 Entwicklung wahrend der ersten 8 Stunden
Bei einer Schittelfrequenz von 80 rpm sank die Sauerstoffkonzentration Uber beiden Marz-

Schwebstoffen zu Testbeginn nicht mehr so stark ab und blieb wéhrend der ersten 8 Stunden
deutlich Gber dem Soll-Wert von 4 mg/L O, Dieser ist in rot in der Abbildung zu sehen
(Abbildung 3.5). In grin und gestrichelt sind die Schwebstoffe aus Seemannshdft dargestellt.
Uber ihnen enthielt die Wasserphase uber die gesamte Messdauer eine hohere
Sauerstoffkonzentration als iber dem Schwebstoff aus Bunthaus. Messungen mit Schwebstoffen
aus Seemannshoft zeigten, dass sich dort nach einem anfanglichen Abfall die Konzentration in
einem Bereich um 7 mg/L O, stabilisierte. Bei Bunthaus gab es dagegen deutliche
Schwankungen innerhalb der gemessenen 8 Stunden.

Im Anhang IV finden sich alle Daten zur Messung, Kalibrierung und Einwaage.
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Abbildung 3.5 Sauerstoffkonzentration bei einer Schittelfrequenz von 80 rpm Uber den Marz-Schwebstoffen
aus Seemannsh6ft (SH) und Bunthaus (BU) innerhalb der ersten 8 Stunden bei 26 °C
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3.4.2 Entwicklung wahrend 48 Stunden

Der Messzeitraum wurde von 8 Stunden auf den Testzeitraum von 48 Stunden verlangert. Neben
den Proben aus dem Méarz wurden Schwebstoffproben aus April untersucht.

Schwebstoff Bunthaus

In blau sind die gemessenen Konzentrationen von vier Proben aus dem Marz in der Abbildung
3.6 dargestellt. Die aus dem April stammenden zwei Proben sind in violetter Linie zu sehen
(Abbildung 3.6). Nachdem die Konzentrationen im Bereich der ersten Stunden noch tber dem
Soll-Wert von 4 mg/L lagen, fielen diese bei den Schwebstoffen aus beiden Monaten
anschlief3end rapide ab. Deutlich ist zu erkennen, dass die Sauerstoffkonzentration der April-
Proben auf fast 0 mg/L O, fiel und nicht wieder anstieg. Im Gegensatz dazu fielen die
Sauerstoffkonzentrationen der Marz-Proben nach den ersten 8 Stunden auf Werte zwischen 1

und 3 mg/L. Im Anhang IV finden sich alle Messdaten zur Messung.
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Abbildung 3.6 Gemessene Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser bei einer Schiittelfrequenz von 80
rpm Uber den Marz- und April-Schwebstoffen aus Bunthaus (BU) tiber 48 Stunden bei 26 °C
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Schwebstoff Seemannshoft

Analog zu den Messungen der Schwebstoffe aus Bunthaus wurde die Sauerstoffentwicklung in
der Wasserphase Uber den Schwebstoffen von Marz und April aus Seemannshoft analysiert.

Am Ende der Testdauer lagen sowohl die Werte bei den Proben von April sowie von Marz tber
der geforderten Sauerstoffkonzentration von 4 mg/L (Abbildung 3.7).

Nach einem Abfall der Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser der April-Probe unter den
Soll-Wert nach circa 10 Stunden auf 1 bis 3 mg/L O regenerierte sich der Sauerstoffgehalt
anschlieRend wieder und war nach 48 Stunden bei 4,8 mg/L O, lag somit Uber der geforderten
Mindestkonzentration (Abbildung 3.7). Bei den Marz-Schwebstoffen zeigt sich kein Abfall des
Sauerstoffgehaltes tiber die Testdauer, sie bleiben stets deutlich Gber dem Soll-Wert von 4 mg/L

O2. Im Anhang IV finden sich alle Messdaten zur Messung.
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Abbildung 3.7 Gemessene Sauerstoffkonzentration im Uberstandswasser bei einer Schiittelfrequenz von 80
rpm Uber den Méarz- und April-Schwebstoffen aus Seemannsh6ft (SH) Uber 48 Stunden bei 26 °C
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3.5 Vorinkubation zur Verbesserung der Sauerstoffkonzentration

3.5.1 Schwebstoffe der Messstation Bunthaus

Die Sauerstoffkonzentration lag sowohl zu Testbeginn nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80
rpm als auch nach der Testdauer von 48 Stunden unter 4 mg/L O.. Lediglich in den zwei Proben
vom Marz (Tabelle 3.4) zeigte sich eine Konzentration von circa 0,4 mg/L O, zu Beginn und von
168 und 1,78 mg/L O, am Ende der Testdauer. Alle anderen gemessenen Sauerstoff-
konzentrationen lagen unter 0,2 mg/L O, (Tabelle 35 und 3.6). Verglichen mit den
Sauerstoffkonzentrationen Uber 48 Stunden aus Kapitel 3.4.2, die ebenfalls auf 80 rpm
geschuttelt wurden, sind die Werte etwas niedriger.

Die Sauerstoffkonzentrationen Uber den April-Schwebstoffen lag nach 24 Stunden

Vorinkubation sowohl zu Testbeginn als auch bei Testende um 0 mg/L O..

Tabelle 3.4 Bunthausschwebstoffe von Méarz nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 02[mg/L]Ende
Bunthaus Méarz 0,37 1,68
Bunthaus Mérz 041 1,78
Bunthaus Méarz 0,04 0,07
Bunthaus Méarz 011 0,05

Tabelle 3.5 Bunthausschwebstoffe von April nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 02[mg/L]Ende
Bunthaus April 0,04 0,05
Bunthaus April 0,03 0,04
Bunthaus April 0,07 0,05
Bunthaus April 0,05 0,05

Tabelle 3.6 Bunthausschwebstoffe von Mai nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 0,[mg/L]Ende
Bunthaus Mai 0,07 0,05
Bunthaus Mai 0,02 0,04
Bunthaus Mai 0,05 0,07
Bunthaus Mai 0,15 0,09
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3.5.2 Schwebstoffe der Messstation Seemannshoft

Bei der Auswertung der Sauerstoffkonzentrationen nach 24 Stunden Vorinkubation mit den
Schwebstoffen aus Seemannshéft von Maérz zeigte sich, dass alle Messwerte (ber der
geforderten Mindestsauerstoffkonzentration von 4 mg/L O; lagen (Tabelle 3.7). Sie Giberstiegen
den Sollwert um ca. A 1,5 - 3mg/L O..

Tabelle 3.7 Seemannshdftschwebstoffe von Marz nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 02[mg/L]Ende
Seemannshoft Marz 545 6,82
Seemannshoft Marz 577 6,48
Seemannshoft Marz 6,15 7,01
Seemannshoft Marz 5,65 6,81

Die Sauerstoffkonzentrationen in der Wasserphase tiber den Schwebstoffen aus April erreichten
zu Beginn nach 24 Stunden Vorinkubation nicht den geforderten Soll-Wert von 4 mg/L, fielen
aber auch nicht unter eine Konzentration unter 3 mg/L O, (Tabelle 3.8). Zu Testende lag nur
eine Sauerstoffkonzentration knapp unter dem Soll-Wert, alle anderen waren deutlich Uber
diesem.

Tabelle 3.8 Seemannshdftschwebstoffe von April nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 0, [mg/L]Ende
Seemannshoft April 311 516
Seemannshoft April 3,23 571
Seemannshoft April 3,61 5,60
Seemannshoft April 4,09 3,93

Der Sauerstoffgehalt im Uberstandswasser der Schwebstoffe aus Mai lag in den Proben zu
Beginn nach Vorinkubation deutlich unter den geforderten 4 mg/L Oy, stieg bis zum Ende der 48
stindigen Testdauer auf Werte um 4 mg/L Ozan (Tabelle 3.9).

Tabelle 3.9 Seemannshdftschwebstoffe von Mai nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 0,[mg/L]Ende
Seemannshoft Mai 2,77 497
Seemannshoft Mai 211 3,88
Seemannshoft Mai 113 4,29
Seemannshdéft Mai 1,25 444
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3.5.3 Hochwasser Schwebstoffe

Die gemessenen Sauerstoffkonzentrationen waren nach 24 Stunden Vorinkubation und zu
Testende 48 Stunden spéter alle deutlich unter dem Soll-Wert von 4 mg/L O, (Tabelle 3.10 und
3.11).

Tabelle 3.10 Schwebstoffe der Hochwasserprobe vom 11.6. nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 02[mg/L]Ende
Hochwasser 11.6. 0,15 0,08
Hochwasser 11.6. 0,18 0,06
Hochwasser 11.6. 0,16 0,05
Hochwasser 11.6. 0,01 0,05

Tabelle 3.11 Schwebstoffe der Hochwasserprobe vom 13.6. nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm:
Sauerstoffkonzentration Start und nach 48 Stunden bei 26 °C

Probenbezeichnung 0,[mg/L]Start 0,[mg/L]Ende
Hochwasser 13.6. 1,25 0,05
Hochwasser 13.6. 0,16 0,07
Hochwasser 13.6. 0,35 0,08
Hochwasser 13.6. 0,05 0,06
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3.6 Versuche zur Toxizitat der Schwebstoffe

3.6.1 Schwebstoffe aus der Messstation Bunthaus

Im Sedimentkontakttest nach 24 Stunden Vorinkubation bei 80 rpm mit den Schwebstoffen aus
Bunthaus betrug die Mortalitat in allen Proben von Mérz, April und Mai jeweils 100 % (Tabellen
3.12, 3.13, 3.14). Die Mortalitat errechnete sich aus dem Quotient von der Anzahl der toten Eier,
bezogen auf die Anzahl der wiedergefundenen Eier. Alle Fischeier waren koaguliert, zwei
Beispiele zeigt Abbildung 3.8. Die Mortalitaten der Positiv- und Negativkontrollen entsprachen
den Gultigkeitskriterien und befinden sich neben detaillierten Ergebnissen und den

dazugehorigen Sauerstoffmesswerten im Anhang V.

Tabelle 3.12 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen aus Bunthaus aus dem Monat Mérz bei 80 rpm und nach

24 Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
in ml Anzahl eingesetzte Eier
Bunthaus Mérz 297 11 5/0/5
Bunthaus Mérz 2,97 11 5/0/5
Bunthaus Mérz 297 11 5/0/5
Bunthaus Mérz 3,03 11 5/0/5

Mortalitat Méarz 100 %

Tabelle 3.13 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen aus Bunthaus aus dem Monat April bei 80 rpm und nach
24 Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
in ml Anzahl eingesetzte Eier
Bunthaus April 3,03 11 4/1/5
Bunthaus April 2,97 11 5/0/5
Bunthaus April 3,00 11 4/1/5
Bunthaus April 3,03 11 5/0/5

Mortalitat April 100 %

Tabelle 3.14 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen aus Bunthaus aus dem Monat Mai bei 80 rpm und nach
24 Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
in ml Anzahl eingesetzte Eier
Bunthaus Mai 2,99 12 5/0/5
Bunthaus Mai 3,01 12 5/0/5
Bunthaus Mai 2,98 12 5/0/5
Bunthaus Mai 2,99 12 5/0/5

Mortalitat Mai 100 %
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Abbildung 3.8 Koagulierte Fischeier der Schwebstoffprobe aus Bunthaus des Monats April
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3.6.2 Schwebstoffe aus der Messstation Seemannshoft

Der untersuchte Schwebstoff von Maéarz fuhrte bei drei von 18 wiedergefundenen
Fischembryonen zu einer Koagulation, die restlichen Embryonen entwickelten sich normal. Zwei
Fischeier rutschten zwischen die feinen Schwebstoffkérner und konnten nicht wiedergefunden
werden. Diese wurde nicht in die Mortalitdit mit eingerechnet. Mit den angewendeten
Versuchsbedingungen zeigte der eingesetzte Schwebstoff eine Toxizitat von 17 % gegeniber
den Fischeiern (Tabelle 3.15).

Die Gultigkeitskriterien der DIN EN ISO 15088-T6 der Positiv- und Negativkontrollen wurden

eingehalten, ausfuihrliche Ergebnisse dazu befinden im Anhang V.

Tabelle 3.15 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen aus Seemannshoft aus dem Monat Mérz bei 80 rpm und
nach 24 Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
inml Anzahl eingesetzte Eier
Seemannshoft Marz 3,02 6 1/0/5
Seemannshoft Mérz 3,03 6 1/1/5
Seemannshoft Marz 2,99 6 0/1/5
Seemannshoft Mérz 3,00 6 1/0/5
Mortalitat Marz 17 %

Auf dem Schwebstoff aus dem Monat April koagulierten fiinf von 20 Embryonen, was eine
Mortalitat von 25 % bedeutet (Tabelle 3.16).

Tabelle 3.16 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen aus Seemannshoft aus dem Monat April bei 80 rpm und
nach 24 Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
in ml Anzahl eingesetzte Eier
Seemannshoft April 3,03 6 0/0/5
Seemannshoft April 3,03 6 3/0/5
Seemannshoft April 3,00 6 2/0/5
Seemannshoft April 3,02 6 0/0/5

Mortalitat April 25 %
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Bei einem weiteren Sedimentkontakttest mit den Schwebstoffen aus Mai lag die Mortalitat bei
65 % (Tabelle 3.17). Drei Fischeier waren koaguliert und acht zeigten letale Effekte, da bei allen
Embryonen keine Schwanzablosung erfolgte und kein Herzschlag feststellbar war. Ein Embryo
mit diesen Effekten ist in Abbildung 3.9 zu sehen. Drei Eier wurden nicht wiedergefunden und
wurden daher nicht zur Bewertung hinzugezogen. Die dazugehdrigen Kontrollen erfullten die
Gultigkeitskriterien und sind im Anhang V dargestellt.

Tabelle 3.17 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen aus Seemannshéft aus dem Monat Mai bei 80 rpm und
nach 24 Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
inml Anzahl eingesetzte Eier
Seemannshoft Mai 3,03 6,5 2/1/5
Seemannshoft Mai 2,97 6,5 2/1/5
Seemannshoft Mai 2,99 6,5 2/1/5
Seemannshoft Mai 3,01 6,5 5/0/5
Mortalitat Mai 65 %

Abbildung 3.9 Embryo mit letalen Effekten aus
der Schwebstoffprobe Seemannshéft Mai
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3.6.3 Hochwasser Schwebstoffe

Die Mortalitéat betrug bei beiden Schwebstoffproben 100 %. Das Wiederfinden der Fischeier war
auferst schwierig, da das Verdinnungswasser von den feinen Schwebstoffpartikeln trib gefarbt
wurde (Tabellen 3.18, 3.19). Die Verfarbung wird durch Abbildung 3.10 verdeutlicht. Acht
Fischeier konnten fur die Auswertung nicht herangezogen werden, da sie nicht wiedergefunden
wurden. Die Gultigkeitskriterien der Kontrollen wurden erfillt und sind zusammen mit dem

Sedimentkontakttest der Mai Schwebstoffe

durchgefihrt worden und mit den

Sauerstoffmessungen im Anhang V dargestellt.

Tabelle 3.18 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen der Hochwasserprobe am 11.6. bei 80 rpm und nach 24

Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
inml Anzahl eingesetzte Eier
Hochwasser 11.6. 2,98 10 5/0/5
Hochwasser 11.6. 2,99 10 3/2/5
Hochwasser 11.6. 297 10 2/3/5
Hochwasser 11.6. 3,03 10 3/2/5
Mortalitat 11.6. 100 %

Tabelle 3.19 Sedimentkontakttest mit Schwebstoffen der Hochwasserprobe am 13.6. bei 80 rpm und nach 24
Stunden Vorinkubation bei 26 °C

Probenbezeichnung | Einwaage Volumen Anzahl Tote/
ing Verdunnungswasser Anzahl fehlende Eier/
in ml Anzahl eingesetzte Eier
Hochwasser 13.6. 2,99 10 5/0/5
Hochwasser 13.6. 2,97 10 5/0/5
Hochwasser 13.6. 2,98 10 5/0/5
Hochwasser 13.6. 2,99 10 4/1/5
Mortalitat 13.6. 100 %

Abbildung 3.10 Koaguliertes Fischei aus der Hochwasserprobe des 13.6.
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4. Diskussion

Der Fischei-Sedimentkontakttest wird auf einem Horizontalschittler durchgefiihrt, damit sich
die Wasserphase durchmischt. Die Fischeier liegen wéhrend des Tests auf einem mehr oder
weniger sauerstoffzehrenden Sediment, ihre unmittelbar umgebende Wasserphase weist daher
einen niedrigeren Sauerstoffgehalt als in den dariber liegenden Schichten der Wasserphase auf.
Mit der zugefihrten Bewegung wird eine bessere Sauerstoffversorgung der Fischeier angestrebt.
Hollert & Zielke (2010) legten 50 rpm als Schiittelfrequenz am RWTH fest, Strecker wéhlte in
seiner Studie 55 rpm (2008). Am HU legte Raasch (2011) nach ihren Versuchen in der SOP fir
den Test 70 rpm fest, erkannte dabei aber bereits die Problematik der starken
Sauerstoffzehrung der Hamburger Sedimente. Sie untersuchte Sedimente aus der Alster und aus
dem Jenfelder Moor, sowie Schwebstoffe aus der Elbe bei Bunthaus und Seemannshoft.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Schwebstoffe aus der Elbe unterschieden
sich in ihrer sauerstoffzehrenden Eigenschaft. Schwebstoffe aus Bunthaus bauten den Sauerstoff
in der dartber liegenden Wasserphase so stark ab, dass die Konzentration in kontinuierlichen
Messungen ohne Schittler auf nahezu 0 mg/L O» an der Grenzschicht von Schwebstoff zu
Wasserphase sank. Schwebstoffe aus Seemannshoéft zehrten dagegen weniger stark. Bei
kontinuierlichen Messungen ohne Schittler sank die Konzentration zu Testbeginn ebenfalls
deutlich ab (auf 0 bis 2 mg/L O), stieg nach rund 20 Stunden jedoch wieder merklich an (auf 3
bis 4 mg/L 0Oy). Gleichzeitig unterschieden sich die Schwebstoffproben innerhalb des
Probezeitraums (Mérz, April und Mai) voneinander. Dabei zehrten die Schwebstoffe von April
und Mai stérker als die Marz-Schwebstoffe. Wahrend die Sauerstoffwerte fur die Monate Mérz,
April und Mai mit Schwebstoffen aus Bunthaus trotz dieser Unterschiede aber nie die
Mindestkonzentration von 4 mg/L erreichten, sondern auf fast 0 mg/L O, sanken, lag der
Sauerstoffgehalt Gber den Schwebstoffen aus Seemannshoft teilweise tber 4 mg/L. Abhangig
vom jeweiligen Monat war die Zehrung also unterschiedlich stark ausgepragt. Begriinden kann
man dies mit einem unterschiedlich hohen Anteil an organischer Substanz im Schwebstoff. Der
Sauerstoffgehalt wird infolgedessen durch oxydative Abbauprozesse reduziert (Otubu et al,
2006). Als Anhaltspunkt fur den organischen Anteil der Schwebstoffe kann der TOC-Gehalt
genommen werden. Da der TOC-Gehalt fiir die Proben zum Zeitpunkt der Erstellung dieser
Arbeit leider noch nicht vorlag, wurde ein Vergleich mit den Werten aus 2012 vorgenommen.
Schwebstoffe aus Bunthaus hatten 2012 generell einen héheren TOC-Gehalt und damit einen
héheren organischen Anteil als Schwebstoffe aus Seemannshdéft und zehren daher stérker. Auch
hatten die Schwebstoffproben der einzelnen Monate im Jahr 2012 sehr unterschiedliche TOC-
Gehalte, der TOC-Gehalt lag dabei in den Sommermonaten deutlich hdéher als im Winter oder

zeitigen Fruhjahr.
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Die ebenfalls sehr starke Zehrung der Hochwasser-Schwebstoffe aus Seemannshdéft, die zu
Konzentrationen von beinahe 0 mg/L O, im Uberstandswasser filhrte, erklart sich mit dem
vielfach héheren organischem Anteil als bei Ublichem Wasserstand. Dabei entsprachen TOC-
Gehalt und Sauerstoffzehrung der Hochwasserproben aus Seemannshéft ungefdhr denen der
Bunthaus-Schwebstoffe bei normalem Abfluss. Dennoch ist der TOC-Gehalt nur ein
Anhaltspunkt, weitere Annahmen kodnnten nach Bestimmung des Glihverlustes gemacht
werden.

Sauerstoffverbrauchende Abbauprozesse wirken sich negativ auf die Sauerstoffversorgung der
Embryonen im Test aus. Fir eine eindeutige Abgrenzung toxischer Effekte von Schadigungen
der Fischembryonen aufgrund mangelnder Sauerstoffversorgung ist daher die
Aufrechterhaltung eines Sauerstoffgehalts von mindestens 4 mg/L wahrend der Testphase
notwendig. Der Sollwert lehnt sich an die DIN 38415-T6 an und darf tiber die gesamte Testdauer
nicht unterschritten werden. Braunbeck et al. (2005) beobachteten, dass bis zu 2 mg/L O keine
Fehlentwicklung der Embryonen erkennbar war. Dagegen stellten Kiister & Altenburger (2008)
Auswirkungen auf die Entwicklung fest, die schon bei leichter Unterschreitung des Soll-Werts
deutlich wurden. Ubereinstimmend mit Kiister & Altenburger (2008) sind die Ergebnisse der am
HU durchgefihrten Versuche von Raasch (2011), die ebenfalls unterentwickelte Embryonen bei
Unterschreitung der Mindestsauerstoffkonzentration von 4 mg/L vorfand.

Far einen zusatzlichen Sauerstoffeintrag aus der Luft sind Schittelfrequenzen ab 200 rpm
notwendig (Duetz & Witholt, 2001 und 2004). Eine schrittweise Erhéhung der urspringlichen
Schittelfrequenz von 70 rpm aus der SOP von Raasch (2011) wurde in den Versuchen von Theel
(2013) und in der vorliegenden Arbeit vorgenommen und belegen, dass die Frequenz nicht auf
200 rpm erhoht werden kann. Ab einer Schittelfrequenz von 110 rpm traten in beiden Studien
Fehlentwicklungen der Fischeier in den Quarzsandproben der Negativkontrollen auf. Mit
steigender Schuttelfrequenz erhoht sich auch die Reibung der Eier auf dem Quarzsand, was
einen negativen Effekt auf die Entwicklung zu Folge hat. Generell entspricht ein starkes
Schitteln nicht der naturlichen Umgebung, da Zebrabarbling in stehenden oder langsam
flieBenden Gewéassern vorkommen. Fur die ebenfalls aufgetretenen Fehlentwicklungen in den
wassrigen Negativkontrollen bei 110 rpm konnte keine Erklarung gefunden werden. Bei 90 rpm
wurden bei Testende nicht alle Eier wiedergefunden, wodurch eine mdgliche Fehleinschatzung
bei der Auswertung einherging. Deshalb wurden die durchgefiihrten Kontakttests und
Sauerstoffmessungen bei einer Schuttelfrequenz von 80 rpm durchgefuihrt, da bei dieser
Frequenz ein Einfluss ausgeschlossen werden konnte. Da der Quarzsand grober ist als die
Schwebstoffe, sind die Aussagen daruber hinaus auch fur die Schwebstoffe gultig.

Der Vergleich von kontinuierlichen Sauerstoffmessungen ohne Schittler mit Sauerstoff-

messungen bei einer Schiittelfrequenz von 80 rpm zeigt, dass die Sauerstoffversorgung durch
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das Schutteln verbessert werden kann. Bei der Messung Uber den Schwebstoffen aus
Seemannsho6ft wurden dadurch Konzentrationen tber 4 mg/L nach 24 Stunden erreicht. Mit
dem Schwebstoff vom Marz wurde diese Mindestkonzentration (ber den gesamten
Testzeitraum von 48 Stunden eingehalten. Der April-Schwebstoff aus Seemannshdft fihrte nach
anfanglichem Unterschreiten des Soll-Wertes in den ersten 24 Stunden zu einer Einhaltung von
4 mg/L Oz in den folgenden 24 Stunden. Starker zehrend waren hingegen die Schwebstoffe aus
Bunthaus. Uber dem Schwebstoff aus dem Monat Marz sanken die Konzentrationen bei 80 rpm
innerhalb von 48 Stunden auf 1 bis 3 mg/L O; ab, auf fast 0 mg/L fiel der Sauerstoffgehalt Gber
den April-Proben und stagnierte dort. Auch Theel (2013) konnte mit einer Erhéhung der
Schittelfrequenz die Sauerstoffversorgung in Kontakttests mit Sedimenten aus der Bille
verbessern. Doch auch bei 90 rpm lag die Sauerstoffkonzentration in den ersten zwei Stunden
noch unter dem Soll-Wert und stieg erst anschliel3end Uber 4 mg/L Ozan.

Um schon zu Testbeginn die Mindestkonzentration von 4 mg/L im Uberstandswasser zu
erreichen, wurde zusatzlich zur Erhéhung der Schittelfrequenz auf 80 rpm eine Vorinkubation
des Schwebstoff-Uberstandswasser-Gemisches vorgenommen. Diese Vorinkubation von 24
Stunden lehnte sich an Versuche von Rocha et al. (2011) an, die ihre Sedimente fir 72 Stunden
vorinkubierten. Die Lange der Vorinkubation kann demzufolge fur unterschiedliche Sedimente
variieren, je nach Starke und Dauer ihrer Zehrung.

Die Sauerstoffmessung in den Versuchen zur Vorinkubation fand nur zu zwei Zeitpunkten statt,
und zwar zu Beginn und am Ende der 24-stindigen Vorinkubation. Bei diesen Messungen
wurden nach 24 Stunden Vorinkubation deutlich niedrigere Sauerstoffkonzentrationen im
Uberstandswasser festgestellt als nach 24 Stunden bei den Versuchen zum Sauerstoffeintrag nur
durch erhohte Schittelfrequenz. Ursache fur diese Unterschiede in den Werten ist, dass bei den
Versuchen mit erhdhter Schuttelfrequenz die Messintervalle sehr kurz waren und dazu der
Parafilm jedes Mal kurz entfernt wurde, was vermutlich fur einen zusétzlichen Sauerstoffeintrag
sorgte. Bei den Versuchen zur Vorinkubation wurde der Parafilm wéhrend der 24 Stunden nicht
entfernt, es konnte also kein zuséatzlicher Sauerstoffeintrag erfolgen, der die Messung verfalscht.
In allen abschlieBend durchgefihrten Kontakttests standen Sauerstoffkonzentrationen von
unter 1 mg/L Oz immer im Einklang mit einer hohen Mortalitat von bis zu 100 %. Aufgrund
dieser niedrigen Sauerstoffkonzentration, insbesondere in den Proben mit Schwebstoffen aus
Bunthaus und den Hochwasserproben, lasst sich die Mortalitat nicht eindeutig auf die Toxizitat
des Schwebstoffs zurickfuhren. Zwar kodnnen die Embryonen bis zu 24 Stunden unter
vollstdndig anoxischen Bedingungen Uberleben (Padilla & Roth, 2001), stellen dabei aber ihre
Entwicklung ein. Halt der Sauerstoffmangel langer an, wie die dokumentierten
Sauerstoffverlaufe zeigten, sterben die Embryonen ab und es lasst sich nicht mehr zweifelsfrei

beurteilen, was die Letalitdt verursacht hat. Bei deutlichem Unterschreiten der geforderten
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Sauerstoff-Mindestkonzentration kann ein solcher Test also nicht gewertet werden. Auch Raasch
fuhrte 2011 Sedimentkontakttests mit Schwebstoffen aus Bunthaus und Seemannshéft durch.
Obwohl sich jedoch der Sauerstoffgehalt nahe am Schwellenwert von 4 mg/L bewegte,
verursachten die Schwebstoffe eine 100 %ige Mortalitat. Bei den Messungen von Raasch konnte
allerdings mit der Sauerstoffsonde WTW Oxi 330 nicht an der Stelle gemessen werden, an der
die Fischeier lagen, sodass die Mortalitdt auch durch zu niedrige, aber nicht erfasste
Sauerstoffkonzentrationen verursacht worden sein konnte. Im Gegensatz dazu konnten im
Rahmen dieser Arbeit die Testergebnisse von Marz und April aus Seemannshoft eindeutig
gewertet werden. Der Sauerstoffgehalt lag im Uberstandswasser lber 4 mg/L O, oder nur
geringfugig darunter. Dennoch Uberlebten weniger als 90 % der Embryonen und sie sind
deshalb in Anlehnung an DIN 38415-6 (2001) mit einer Mortalitéat von 17 % (Mé&rz) und 25 %
(April) als toxisch einzustufen. Die Probe mit Schwebstoffen vom Mai lag zu Testbeginn, trotz
Vorinkubation, unter der Mindestkonzentration von 4 mg/L, erreichten diese bei Testende
jedoch. In dieser Probe wurden vorwiegend ein fehlender Herzschlag und Kkeine
Schwanzabldsung als letale Effekte identifiziert. Auch Raasch (2011) und Strecker (2008)
beobachteten einen Zusammenhang von unterentwickelten Embryonen bei leichter
Unterschreitung der Mindestsauerstoffkonzentration. Im Fischei-Sedimentkontakttest sind die
getesteten Schwebstoffe von Marz, April und Mai aus Seemannshdoft also eindeutig als toxisch zu
werten. Die toxischen Befunde aller getesteten Schwebstoffe aus Bunthaus und der
Hochwasserproben lassen sich dagegen nicht von den Effekten, die durch Sauerstoffmangel

verursacht wurden, abgrenzen.

Mit der Toxizitatsuntersuchung wird die Summe einer Vielzahl an toxischen Substanzen erfasst.
Die wenigen vorliegenden Analytikdaten zu den getesteten Schwebstoffen zeigten keine grof3en
Auffalligkeiten. Grenzwerte der Oberflaichengewasserverordnung (OGewV) wurden eingehalten,
die Konzentration von polybromierten Diphenylether, sowie des Weichmachers DEHP waren
ebenfalls niedrig. Lediglich die Menge an Quecksilber lag mit 0,64 mg/kg TM und 0,8 mg/kg TM
in der Marz- und Aprilprobe aus Seemannshoft Gber dem Hintergrundwert von 0,2 mg/kg TM
(Michelsen, 2008). Ebenfalls wird der vom Bund-L&nder-Messprogramm (Mleinek, 2012)
geforderte obere Schwellenwert von 0,47 mg/kg TM gemald Managementkonzept FGG Elbe
Ubertroffen. Die Analysen der Elbeschwebstoffe zeigten, dass der Gehalt von Arsen, Cadmium,
Quecksilber, DEHP und PCP stromaufwarts, also in Bunthaus (Flusskilometer: 609,8) hoher
waren als stromabwarts in Seemannshoft (Flusskilometer: 628,9). Mit monatlichen
Sedimenttests bestatigten auch Hsu et al. (2007), dass kontaminierte Sedimente bei Oortkaten
(nahe Bunthaus) die Elbe stromabwaérts beeinflussen. Die Toxizitat variierte hier auch mit der

Tiefe der genommenen Sedimentprobe. Gleichzeitig wird das Benthos im Astuarbereich der Elbe
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durch toxische Sedimente belastet (Wetzel, 2013). Sedimente aus dem Hamburger Veringkanal
(Elbe) werden im Rahmen des DanTox-Projekts untersucht. Im Vergleich zu den Sedimenten aus
Altrip und Ehrenbreitstein (Rhein) ist das Hamburger Sediment stark belastet und weist sowohl
genotoxisches Potential auf als auch eine dioxin-ahnliche Wirksamkeit (Garcia-Kaeufer et al,,
2012). Ducharmea et al. (2013) untersuchten die Toxizitat von 133 Chemikalien in Bezug auf die
Entwicklung von Zebrabarblingen. Bei 16 Substanzen fanden sie Ubereinstimmungen mit
Untersuchungen von Padilla et al. (2012), diese Substanzen wurden in dieser Arbeit allerdings
nicht untersucht.

Fur eine ausfuhrliche Diskussion der Analytikdaten fehlen Grenzwerte fur alle analysierten
Parameter. In der Tochterrichtlinie zur WRRL sind fur Sedimente keine Grenzwerte genannt, in
der OGewV werden lediglich Vorgaben fur zw6lf der analysierten Substanzen in Sedimenten
gemacht. Allgemeine Qualitatsziele fir eine Schadstoffreduzierung sind den Vorschriften aus
WRRL, der Tochterrichtlinie ,Prioritére Stoffe", sowie den Vorgaben der IKSE- und des OSPAR-
Abkommens zu entnehmen. Der Vergleich von 15 Richtlinien zur Sedimentqualitat von Hubner
et al. (2009) verdeutlicht, dass noch keine einheitlichen européischen Vorgaben vorhanden sind.
Dennoch wird ein hoher Anspruch an die Elbe gestellt. Sie soll ihre naturlichen
Nutzungsanspriche ermdglichen, aquatischen Lebensgemeinschaften Schutz gewéhrleisten und

die Umlagerung von Sedimenten soll umweltvertraglich sein (Schwartz, 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Ursachen fur die vorgefundene Toxizitat nicht ermittelt
werden. Dies unterstitzt somit die Wichtigkeit eines Toxizitatstest, denn nur so kann die
Kombinationswirkung der Vielzahl an Substanzen in Sedimenten erfasst und bewertet werden.
Wenn die Uberschreitung der gegeben Grenzwerte nicht im Labor erkannt wird, da
moglicherweise die toxische Substanz nicht bestimmt wurde, bleibt die vorhandende Toxizitat
unbemerkt. Zuséatzlich kann es zu einer Kombinationswirkung von mehreren Parametern

kommen, die ebenfalls nicht im Labor gemessen werden kann.

Ein erfolgreich durchzufihrender Fischei-Sedimentkontakttest bedarf einer Kontrolle der
Sauerstoffversorgung. Speziell wegen der mdglichen Sauerstoffzehrung sollte daher vor jedem
Test ein neues Sediment bzw. ein neuer Schwebstoff auf seine sauerstoffzehrende Wirkung
Uberprift werden. Sedimente bzw. Schwebstoffe konnen sich sehr stark voneinander
unterscheiden und es kann auf3erdem zu starken saisonalen Schwankungen kommen (Abrantes
et al,, 2008, Strecker et al., 2011, Zielke et al., 2011). Ferner ist es unerlasslich, dass nicht nur die
letalen Endpunkte notiert werden, sondern auch subletale mit einbezogen werden, die einen
Hinweis auf moglichen Sauerstoffmangel wahrend des Tests geben. Die Erhohung der
Schittelfrequenz auf 80 rpm hatte keine negativen Einflisse auf die Embryonalentwicklung und

die Fischeier sind durch das Schitteln nicht in das feine Sediment gesunken, sodass sich die
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Sauerstoffzehrung nicht verstarkt hat. Die Sauerstoffzehrung der Schwebstoffe lief3 sich durch
eine 24 Stunden Vorinkubation nur bedingt verbessern. Die Modifikationen der Erhéhung der
Schittelfrequenz und der Vorinkubation fihrten zu einer Verbesserung der
Sauerstoffversorgung und werden in die SOP mit aufgenommen. Als weitere Mdglichkeit fur
zukinftige Kontakttests kann die VergréRerung des Durchmessers der Testgefal3e gesehen
werden, um so den Sauerstoffeintrag durch die grof3ere Oberflache zu verbessern (Kensy et al.,
2005). Dies ist in weiteren Versuchen zu testen. Ebenso kann durch ein BelUftungssystem, wie es
Grote et al. (2004) verwendeten, Sauerstoff eingetragen werden. Au3erdem sollte ein Grenzwert
fur die Anzahl der nicht wiedergefundenen Eier definiert werden, ab dem ein Test nicht mehr
valide ist. Somit wird eine potentielle Fehleinschatzung der Toxizitat minimiert (Strecker, 2008).
Ebenso muss gekléart werden, ob die nicht wiedergefundenen Eier als letal mit in die Toxizitat
mit eingerechnet werden. Dies entspricht dem Vorsorgegedanken und verhindert eine
Manipulationsgefahr, da gefordert wird alle Eier wiederzufinden. Im Sedimenttest mit
Amphipoden werden fehlende Tiere als ,tot* bewertet, die Testdauer erstreckt sich allerdings
Uber 10 Tage (Floeter, 2009). Bei der Betrachtung der Verdinnungsreihen von Hollert et al.
(2003) und Keiter (2007) kristallisiert sich noch ein grundséatzliches Problem heraus. Wahrend
die Sauerstoffzehrung durch die Vermischung mit Quarzsand, von dem keine Zehrung ausgeht,
verringert wird, reduziert sich jedoch auch die Toxizitat und kann so abgeschwécht werden,
dass keine Auswirkungen mehr an den Fischeiern festzustellen sind. Raasch (2011) merkte in
ihrer Studie bereits an, dass die Effekte von Gefriertrocknung, Lagerung und der Einfluss von
abiotischen Faktoren wie pH-Wert und elektrischer Leitfahigkeit bisher nicht bertcksichtigt

werden.

Der wichtigste Faktor fur eine korrekte Sauerstoffmessung ist die Positionierung des Sensors.
Eine optimale Positionierung gestaltete sich als schwierig, da der feine Sensor im triben
Uberstandswasser schwer zu erkennen war und der Schwebstoff keine ebene Oberflache
bildete. Innerhalb der Versuche brachen zwei Mikrosonden ab, als die Sonde versehentlich in
den Schwebstoff eintauchte. Deshalb sollte der Sensor am Rand der Kristallisierschalen
positioniert werden, um das Leuchten der Sensorspitze beim Messvorgang besser erkennen zu
kénnen. AuBerdem sollte die Stabilitat des Stativs, an dem die Sonde befestigt ist, mechanisch

verbessert werden, um die Justierung des Sensors exakter vornehmen zu kénnen.

Der Fischei-Sedimentkontakttest ist ein vielversprechender Test, der zukiinftig sehr wichtig fir
die Beurteilung von Sedimenten und ihrer Toxizitat sein wird. Eine Einschréankung besteht
darin, dass nur die Wirkung auf die embryonale Entwicklung beurteilt wird (Hallare et al,
2011). Fur eine umfassende Beurteilung reicht eine einzige Testmethode mit einem

Testorganismus nicht aus. Empfohlen wird daher eine Kombination aus verschiedenen
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biologischen Verfahren, damit unterschiedliche Expositionswege abgedeckt werden koénnen.
Neben dem nativen Sediment sollten auRerdem Porenwasser, Eluate und organische Extrakte
untersucht werden (Ahlf 1995). Ulrich et al. (2002) wiesen mit verschiedenen Expositions-
pfaden im Bakterienkontakttest und Fischeitest nach, dass die Unterschiede zwischen nativen
Proben und acetonischen Extrakten signifikant, aber nicht vorhersehbar sein kénnen.

Eine Testbatterie mit unterschiedlichen Testorganismen zur Sedimentbewertung entwickelte
das Verbundprojekt SeKT. Referenzbedingungen, Kontrollsedimente und Toxizitats-
schwellenwerte fiir eine limnische Testbatterie wurden festgelegt (Feiler et al., 2005). Neben
unterschiedlichen Expositionswegen und variablen Testorganismen spielt auch die Wirkung in
verschiedenen trophischen Ebene eine wichtige Rolle, wie sie Tuikka et al. (2011) und Wolfram
et al. (2012) entwickelten und testeten.

Zukunftige Ziele beinhalten, dass nicht nur die Toxizitdt an sich erfasst wird, sondern auch
beurteilt werden kann, wo und wie toxische Substanzen wirken. Strmac et al. (2002) konnten
deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen zwischen organischen Sedimentextrakten und der
Embryonal-entwicklung erkennen, ohne jedoch die verantwortlichen Substanzen zu
identifizieren. Aus diesem Anlass wurde das durch BMBF-geforderte Projekt zur ,Identifizierung
sedimentgebundener Schadstoffe: Toxizitatstest-geleitete Analytik“ gegrindet (ISIS, 2003).
Annlich testeten Brack et al. (2009) die wirkungsorientierte Analytik und Bioverfligbarkeit von
partikelgebundenen Schadstoffen in Sedimenten. Diese Methodik heifl3t Toxicity Identification
and Evaluation (TIE).

Um Sedimente vollstéandig bewerten zu kénnen, sollte also eine Kombination aus chemischer
Analyse, in situ Untersuchungen des Benthos und Biotestverfahren erfolgen. Diese umfassende
Sedimentbewertung sollte zukunftig in Richtlinien wie der WRRL integriert werden.

Die vorliegende Arbeit leistet fir eine solche Bewertung einen wichtigen Beitrag. Sie hat gezeigt,
dass auch stark zehrende Sedimente im Fischei-Sedimentkontakttest untersucht werden
kénnen. Es wird aber auch immer Sedimente geben, deren Sauerstoffzehrung wéhrend der
Testphase nicht ausreichend ausgeglichen werden kann. Eine Bewertung dieser Sedimente
erfolgt in anderen Tests. Die toxikologische Untersuchung der Hamburger Schwebstoffe aus
Seemannshoft und Bunthaus hat gezeigt, dass die Schwebstoffe aus Seemannshoft eindeutig
toxisch gegenuber Fischeier sind. Die Toxizitat der Schwebstoffe aus Bunthaus und auch der
Hochwasserproben liel3en sich dagegen nicht von den Effekten durch Sauerstoffmangel auf die

Embryonen abgrenzen.
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Anhang!l  Analytikdaten Schwebstoffe

Tabelle 1.1 Methoden und Normen der analysierten Parameter

Parameterbestimmung Einheit Norm/Methode Geréat Zusatz

Arsen mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Blei mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Cadmium mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Chrom mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Eisen mg/kg TM DIN EN 1SO 11885 (E22) (2009) ICP-OES Bestimmung der Elemente As, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe,

Kupfer mg/kg TM | DIN EN 1SO 11885 (E22) (2009) ICP-OES Mn, Ni ':nbi't\g ezrnl 'Cr;_sggfsnzggttei;Z%%gghsvve)bsmﬁe”

Mangan mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Nickel mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Vanadium mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Zink mg/kg TM DIN EN ISO 11885 (E22) (2009) ICP-OES

Selen mg/kg TM DIN EN ISO 17294-2 (E29) (2005) HR-ICP-MS Bestimmung von As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb,V, Zn

Silber mg/kg TM DIN EN ISO 17294-2 (E29) (2005) HR-ICP-MS und weiterer Elemente in

Thallium mg/kg TM | DINEN ISO 17294-2 (E29) (2005) | HR-ICP-MS Oberflachenwasserproben, anderen

Wasserproben und

Uran mg/kg TM DIN EN 1SO 17294-2 (E29) (2005) HR-ICP-MS Schwebstoff/Sedimentaufschliissen mittels

Kobalt mg/kg TM DIN EN ISO 17294-2 (E29) (2005) HR-ICP-MS hochauflésender ICP-MS

Quecksilber mg/kg TM DIN EN ISO 17294-2 E29 (2005) ICP-MS Bestimmung von Quecksilber in

Pentachlorbenzol Hg/kg TM Hausmethode GC-MS/MS Schwebstoff/ Secg T;dnrtjugslchlﬂssen mittels

Hexachlorbenzol pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS Bestimmung von schwerflU’pchtigen halogenierten

PCB 28 ug/kg T™ DIN 38407 Teil 2 (F2, Februar 1993) | GC/MS-EL Kohlenwasserstoffen mittels GC-MS/MS nach FL-
FL-Extraktion mit Hexan

2.2'5.5'-Tetrachlorbiphenyl (52) pg/kg T™M DIN 38407 Teil 2 (F2, Februar 1993) | GC/MS -EL

2.2'.4.5.5'-Pentachlorbiphenyl (101) pg/kg T™M DIN 38407 Teil 2 (F2, Februar 1993) | GC/MS -EL

2.3'4.4' 5-Pentachlorbiphenyl (PCB 118) Hg/kg T™ Hausmethode GC-MS/MS Bestimmung von schwerfltichtigen chlorierten

2.2 34.4' 5 -Hexachlorbiphenyl (138) Hg/kg TM Hausmethode GC-MS/MS fr“’n'tg‘s"‘(’Bacssl\%sz‘g?;ekqr‘f;‘lﬁg‘;é?oiﬁ;‘fﬁ;‘

2.2'.4.4'5.5'-Hexachlorbiphenyl (153) pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

2.2'.3.4.4' 55'-Heptachlorbipheny!(180) pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS
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Parameterbestimmung Einheit Norm/Methode Geréat Zusatz

Summe Polybromdiphenylether laut WRRL pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

2,4,4'-Tribromdiphenylether(28) pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

2,2'4,4'-Tetrabromdiphenylether(47) pg/kg T™M Hausmethode GC MS/MS

BDE-209 pg/kg TM DIN EN ISO 22032:2009 (F28) GC-MS-NCI-2

2,2' 44" 6-Pentabromdiphenylether(100) Hng/kg T™ Hausmethode GC-MS/MS Bestimmung von ausgewahlten schwerfllichtigen
2.2 4,455 Hexabromdiphenylether(153) Hg/kg TM Hausmethode GC-MS/MS ha',‘\’ﬁgse/”,\'ﬂesr f;cﬁit'iiwé‘ffglfttg;e; im;‘f(';nGC'
DEHP pg/kg TM DIN EN ISO 18856:2004 F26

Pentachlorphenol pg/kg T™M Hausmethode PCP HPLC-MSMS

DDD, 0.p'- pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

DDD, p.p'- pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

DDE, 0.p"- Hg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS Bestimm_ung von ausgewahlten schwerfIUchtigen
DDT Summe pg/kg T™M

DDT, o0.p™- pg/kg TM DIN 38407 Teil 2 (F2, Februar 1993) | GC-MS/MS Bestimmung von ausgewahlten schwerfliichtigen
DDT, p.p'- Hg/kg T™ Hausmethode GC-MS/MS halogenierten Kohlenwasserstoffen mittels GC-
DDX Summe Hg/kg T™ GC-MS-EI MS/MS nach FL-FL-Extraktion mit Hexan
HCH, alpha pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

HCH, beta pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Lindan g/kg ™™ Hausmethode GC-MS/MS Bestimmung von ausgewahlten schwerfliichtigen
HCH, delta pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS halogenierten Kohlenwasserstoffen mittels GC-
HCH, epsilon Hg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS MS/MS nach FL-FL-Extraktion mit Hexan
HCH Summe berechnet pg/kg T™M

Tricyclohexylzinn-Kation pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Triphenylzinn-Kation pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Monobutylzinn-Kation pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Dibutylzinn-Kation pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Tributylzinn-Kation pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Tetrabutylzinn pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Monooctylzinn-Kation pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS

Dioctylzinn-Kation pg/kg T™M Hausmethode GC-MS/MS
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Tabelle 1.2 Analytikdaten Schwebstoffe 2013 SH: Seemannshoft, BU: Bunthaus

Anhang

Bestimmungs-

Parameterbestimmung Einheit grenze SH Marz SH April SH Mai BU Méarz BU April BU Mai

Arsen mg/kg TM 10 10 11 20 21

Blei mg/kg TM 4 22 28 59 62

Cadmium mg/kg TM 01 11 15 34 35

Chrom mg/kg TM 2 23 26 47 42

Eisen mg/kg TM 5 14000 16000 24000 23000

Kupfer mg/kg TM 2 30 35 65 65

Mangan mg/kg TM 10 1400 1500 2200 2300

Nickel mg/kg TM 2 13 16 30 28

Vanadium mg/kg TM 2 16 18 30 30

Zink mg/kg TM 2 230 280 580 630

Selen mg/kg TM 04 <0,40 0,52 12 13

Silber mg/kg TM 01 0,32 042 0,98 0,88

Thallium mg/kg TM 01 0,28 0,28 044 0,38

Uran mg/kg TM 0,02 0,7 0,66 1,6 14

Kobalt mg/kg TM 0,2 6,6 7 15 13

Quecksilber mg/kg TM 0,1 0,64 0,8 19 15

Pentachlorbenzol pg/kg T™M 1 <10 <10 2,3 15 2,2

Hexachlorbenzol ug/kg T™M 1 11 31 22 25

PCB 28 ug/kg T™M 2 <20 <20

2.2'.5.5-Tetrachlorbiphenyl (52) pug/kg T™M 2 <2,0 <2,0

2.2'.4.55'-Pentachlorbiphenyl (101) pug/kg T™M 4 <4,0 <4,0

2.3'.4.4'.5-Pentachlorbiphenyl (PCB 118) ug/kg T™M 0,5 0,78 0,8 0,77 18 1,2 2,1

2.2'.3.4.4'.5'-Hexachlorbiphenyl (138) pug/kg T™M 05 13 16 25 59 41 4,5

2.2'.4.4'5.5'-Hexachlorbiphenyl (153) pg/kg T™M 05 14 18 2,8 6,9 4,8 52

2.2'.3.4.4' 5.5'-Heptachlorbipheny!(180) pug/kg T™M 05 0,82 13 17 44 3 29

Summe Polybromdiphenylether laut WRRL pg/kg T™M 3 0,86 1
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Bestimmungs-

Parameterbestimmung Einheit grenze SH Marz SH April SH Mai BU Méarz BU April BU Mai
2,4,4'-Tribromdiphenylether(28) ug/kg T™M 0,2 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20
2,2' 4, 4'-Tetrabromdiphenylether(47) ug/kg T™M 0,2 <0,20 <0,20 <0,20 22 0,25 0,33
BDE-209 ug/kg T™M 0,2 <0,20 <0,20 <0,20

2,2'4,4' 6-Pentabromdiphenylether(100) pg/kg T™M 0,2 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20
2,2'4,4'5,5'-Hexabromdiphenylether(153) ug/kg T™M 0,2 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20
DEHP ug/kg T™M 250 <250 400 470 <250 370
Pentachlorphenol pg/kg T™M 0,25 0,29 0,38 0,36 0,54 0,65 0,39
DDD, o0.p'- pg/kg T™M 2 <2,0 21 3,2 12 8 11
DDD, p.p'- ug/kg T™M 2 4.8 58 14 30 20 27
DDE, o.p'- ug/kg T™M 2 <20 <20 <20 <20 <20 <20
DDE, p.p'- ug/kg T™M 2 <20 <20 3,3 81 55 9,6
DDT Summe ug/kg T™M 13 14 54 62 42 74
DDT, 0.p'- ug/kg T™M 31 3,9 <2,0 23 15 6,4
DDT, p.p'- pg/kg T™M 4.2 2,8 36 <2,0 <2,0 31
DDX Summe pg/kg T™M 15 17 59 75 51 86
HCH, alpha pg/kg T™M 1 <10 <10 <10 59 3,3 28
HCH, beta pg/kg T™M 1 11 <10 14 26 84 6,9
Lindan ug/kg T™M 1 <10 <10 <1,0 2 <10 <1,0
HCH, delta ug/kg T™M 1 <1,0 <1,0 <1,0 25 14 16
HCH, epsilon ug/kg T™M 1 <10 <10 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
HCH Summe berechnet ug/kg T™M 31 <1,0 34 37 14 12
Tricyclohexylzinn-Kation ug/kg T™M 1 <10 <10 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Triphenylzinn-Kation pug/kg T™M 05 <0,50 13 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50
Monobutylzinn-Kation pg/kg T™M 05 12 15 11 28 17 17
Dibutylzinn-Kation pug/kg T™M 05 81 13 14 15 92 9,6
Tributylzinn-Kation pg/kg T™M 05 34 45 37 22 11 8,7
Tetrabutylzinn pg/kg T™M 05 2.8 6,3 4,6 71 13 13
Monooctylzinn-Kation pg/kg T™M 05 15 23 2 59 52 47
Dioctylzinn-Kation ug/kg T™M 0,5 0,98 1,3 15 54 3,8 3 72
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Tabelle 1.3 Zusétzliche Methoden Schwebstoffe Hochwasserproben

Anhang

Parameterbestimmung Einheit Norm/Methode

Masse Zentrifugenschwebstoff g Hausmethode

Durchflussvolumen Zentrifuge | Hausmethode

Temperatur (Wasser) °C DIN 38404 C4 (Dez 1976)

Sauerstoffgehalt mg/| DIN EN 25814 G22 (Nov 1992)

Sauerstoffsattigungsindex %

pH-Wert - DIN 30404 C5 (Jan 1984)

Leitfahigkeit (25 °C) uS/cm DIN EN 27888 C8 (Nov 1993)

TOC g/kg TM DIN EN 1484-H3
Tabelle 1.4 Analytikdaten Schwebstoffe Hochwasserproben

Entnahme 04.06. | 05.06. | 06.06. | 08.06. | 10.06. | 11.06. | 12.06. | 13.06. | 17.06. | 20.06. | 24.06. | 01.07.
Parameterbestimmung Einheit

Masse Zentrifugenschwebstoff g 210 110 120 120 190 180 160 190 93 130 69 110
Durchflussvolumen Zentrifuge | 11,6 12,2 10,87 10,1 10,3 10,2 10,1 10,8 11 14,3 10,8 99
Temperatur (Wasser) °C 1538 16,1 16 17 17,9 17,8 17,9 18,3 19 212 224 17,7
Sauerstoffgehalt mg/| 10,4 10,5 10,2 94 7,5 6,5 6,1 58 7 6,3 44 6,3
Sauerstoffsattigungsindex % 108 110 107 100 815 70,5 66,3 63,5 77,7 72,8 51,9 68,2
pH-Wert - 8,2 8,3 8,2 8 77 76 7,6 75 77 76 75 77
Leitfahigkeit (25 °C) uS/cm 715 697 684 614 497 439 423 433 471 535 586 691
TOC g/kg TM 1334 134,1 1177 99 74,3 49,9 38,5 40,3 1142 1895 58 80,6
Arsen mg/kg TM 21 15 25 26,5 351 36,2 51,6 55,7 50,1 48,6 43,7 42,3
Blei mg/kg TM 63,2 40,3 74,8 733 76,2 74,5 107 112 102 92,3 89,9 84
Cadmium mg/kg TM 3,36 2,19 397 3,81 4,32 3.74 4,75 512 4,99 4,66 5,81 5,53
Chrom mg/kg TM 40,7 313 46,3 47,8 45 45,2 66 772 68,1 61 72,5 57,7
Eisen mg/kg TM 24395 | 18059 | 27387 | 27079 | 23889 | 23256 | 31422 | 34931 | 30732 | 33486 | 34359 | 34139
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Entnahme 04.06. 05.06. | 06.06. | 08.06. | 10.06. | 11.06. | 12.06. | 13.06. | 17.06. | 20.06. | 24.06. | 01.07.
Parameterbestimmung Einheit
Kobalt mg/kg TM 13 9 14 14 12 11 14 16 18 17 17 20
Kupfer mg/kg TM 63,1 44,2 73,3 71,6 72,1 68,3 90,3 102 104 172 108 89,6
Mangan mg/kg TM 3284 2211 3819 3037 2251 1670 1801 1917 3432 3807 3656 7447
Nickel mg/kg TM 289 20,5 33 317 26,5 26 355 39,2 359 34,5 36,2 37,1
Quecksilber mg/kg TM 1,3 0,88 1,7 15 1,7 2 2,9 45 3,8 2,8 3,2 24
Selen mg/kg TM 1,3 0,92 15 12 12 11 14 1,6 19 2 1,7 1,7
Silber mg/kg TM 0,73 0,51 091 0,83 1 0,98 15 1,7 15 1,7 1,8 1,3
Thallium mg/kg TM 0,357 0,293 0,405 0,406 0474 0472 0,609 0,66 0,539 0,498 0,619 0,499
Uran mg/kg TM 0,94 0,72 1 13 16 18 2,6 29 24 22 2 15
Vanadium mg/kg TM 29,1 21,7 35,5 354 30,8 274 40,1 45,6 375 39,7 44,1 38,5
Zink mg/kg TM 606 413 708 640 652 583 750 798 828 837 881 864
Hexachlorbenzol pg/kg T™M 10 13 13 13 25 19 16 30 19 19 19 12
PCB 28 pg/kg T™M <2,0 <2,0 <2,0 2,8 25 <2,0 25 2,7 <2,0 <2,0 2,7 <2,0
2.2'5.5'-Tetrachlorbiphenyl (52) pg/kg T™M <20 <20 <20 3,8 3,8 <20 3,2 31 3 <20 <20 25
2.2'.4.5.5'-Pentachlorbiphenyl (101) ug/kg T™M <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 6,7 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0
2.3'.4.4'.5-Pentachlorbiphenyl (PCB 118) | pg/kg T™M 19 17 14 0,98 18 25 17 21 2,7 22 25 35
2.2'.3.4.4' 5'-Hexachlorbiphenyl (138) pg/kg T™M 51 52 41 3.8 3.8 47 44 53 6,3 6,3 55 6,5
2.2'4.4'5.5'-Hexachlorbiphenyl (153) pg/kg T™M 55 58 44 39 3.8 5 5 55 6,5 7,3 6,3 58
2.2'.3.4.4'5.5'-Heptachlorbiphenyl(180) | pg/kg TM 32 3 2,3 2,3 2,3 25 2,6 3.3 3.7 3.3 3 2,8
DDD, o0.p'- ug/kg T™M 7,5 7,6 6,7 6,7 9 12 11 14 16 14 11 8,9
DDD, p.p'- ug/kg T™M 18 18 14 14 20 30 40 32 34 26 25 22
DDE, o.p'- ug/kg T™M <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
DDE, p.p'- ug/kg T™M 9,8 9,6 8,5 8,7 8,7 10 94 12 15 14 11 9
DDT Summe ug/kg T™M 41 42 39 38 50 79 150 73 64 51 54 48
DDT, 0.p'- ug/kg T™M <2,0 <2,0 3,2 25 34 2,8 58 14 31 24 3,9 2,6
DDT, p.p'- pg/kg T™M 12 13 13 13 18 36 92 15 12 8,6 14 14
DDX Summe ug/kg T™M 49 50 46 46 60 92 160 88 81 66 66 58
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Entnahme 04.06. | 05.06. | 06.06. | 08.06. | 10.06. | 11.06. | 12.06. | 13.06. | 17.06. | 20.06. | 24.06. | 01.07.
Parameterbestimmung Einheit
HCH, alpha pg/kg T™M 11 1 11 15 2 2,9 24 34 2,9 25 24 21
HCH, beta pg/kg T™M 2,2 2,7 19 6 17 10 6,1 7,1 8,6 6,2 55 6,7
Lindan ug/kg T™M <1,0 <10 <10 <10 <10 11 <10 11 11 <10 <10 <10
HCH, delta ug/kg T™M <10 <10 <10 <1,0 12 39 19 25 22 17 18 13
HCH, epsilon ug/kg T™M <10 <10 <10 <10 <1,0 <1,0 <10 <1,0 <10 <10 <10 <10
HCH Summe berechnet ug/kg T™M 4,8 52 22 9 21 18 11 15 15 11 11 11
Tricyclohexylzinn-Kation ug/kg T™M <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Triphenylzinn-Kation pg/kg T™M <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50
Monobutylzinn-Kation pug/kg T™M 36 40 28 30 35 43 60 94 110 110 69 51
Dibutylzinn-Kation pg/kg T™M 60 77 66 75 100 120 140 130 160 340 250 140
Tributylzinn-Kation pg/kg T™M 56 61 43 51 39 58 79 72 70 100 120 89
Tetrabutylzinn pg/kg T™M 14 12 12 94 12 20 15 23 50 64 24 12
Monooctylzinn-Kation pg/kg T™M 34 32 24 25 25 23 23 26 41 74 71 60
Dioctylzinn-Kation pug/kg T™M 30 23 19 15 8,5 7,6 7,2 7,8 74 15 13 11
Tabelle 1.5 Analytikdaten Schwebstoffe 2012 Seemannshéft zum Vergleich
Entnahme Datum Start: | 02.01.| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.
Datum Ende:| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.| 28.12.
Parameterbestimmung Einheit
TOC mg/kg TM 18100 | 14800 | 17600 | 24800 | 32000 | 39700 | 35300 | 38000 | 40000 | 32500 | 29400 | 26600
AOX mg/kg TM 47 40 41 48 59 84 65 82 75 73 66 61
Arsen mg/kg TM 14 16 14 15 14 23 18 18 20 13 14 15
Barium mg/kg TM 375 382 388 395 389 435 372 389 405 381 393 390
Beryllium mg/kg TM 12 11 12 1,3 1,3 21 14 14 16 15 14 1,3
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Entnahme Datum Start: | 02.01.| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.
DatumEnde: | 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.| 28.12.
Parameterbestimmung Einheit
Blei mg/kg TM 27 32 27 30 30 48 34 37 38 32 33 33
Bor mg/kg TM 47 49,1 49,8 47,2 50,6 66,5 59,9 62,2 63,6 62,9 56,8 531
Cadmium mg/kg TM 14 16 14 16 14 12 11 11 1 1 12 13
Chrom mg/kg TM 27 33 33 37 38 61 47 36 38 33 33 35
Eisen mg/kg TM 16000 | 19000 | 16000 | 19000 | 18000 | 29000 | 22000 | 22000 | 24000 | 21000 | 21000 | 21000
Kobalt mg/kg TM 7,2 84 6,5 75 7,6 13 9,5 84 9,8 9,2 9 9,5
Kupfer mg/kg TM 31 53 33 36 35 42 33 36 35 33 36 41
Mangan mg/kg TM 1300 1600 1300 1600 1300 2200 1700 1600 2100 1700 2000 2000
Nickel mg/kg TM 15 18 15 17 17 28 22 23 24 21 21 21
Quecksilber mg/kg TM 0,56 0,66 0,67 0,77 0,68 0,93 0,75 0,78 0,86 0,78 0,8 0,93
Selen mg/kg TM 0,48 0,62 0,51 0,67 0,7 0,95 0,67 0,66 0,8 0,72 0,6 0,75
Silber mg/kg TM 0,48 0,48 0,39 045 044 0,72 0,49 0,38 0,52 0,56 0,56 0,61
Thallium mg/kg TM 0,26 0,3 0,3 0,31 0,28 042 0,34 0,18 0,26 0,24 0,26 0,32
Uran mg/kg TM 0,8 0,88 1 1 11 15 12 0,8 1 0,78 09 0,75
Vanadium mg/kg TM 20 24 25 30 31 56 43 28 30 26 25 27
Zink mg/kg TM 260 300 240 280 260 290 230 250 250 220 230 270
Pentachlorbenzol ug/kg T™M <10 <10 <10 <10 <10 <10 1 <10 11 11 <10 <10
Hexachlorbenzol ug/kg T™M 6,1 58 57 7.8 6,7 4,8 6,8 6 6,1 7.7 57 49
PCB 28 pug/kg T™M <4,0 <2,0 <2,0 <2,0 <4,0 <2,0 45 44 44 2,2 44 53
2.2'.5.5-Tetrachlorbiphenyl (52) ug/kg T™M <4,0 <2,0 <2,0 <2,0 <4,0 <2,0 21 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
2.2'.4.55'-Pentachlorbiphenyl (101) ug/kg T™M <8,0 <4,0 <4,0 <4,0 <8,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0
2.3'.4.4' 5-Pentachlorbiphenyl (PCB 118) | pg/kg TM 0,75 0,62 0,89 0,92 11 12 11 0,97 11 1 1 0,96
2.2'.3.4.4' 5'-Hexachlorbiphenyl (138) pg/kg T™M 4,1 3,2 49 6 58 6,5 54 51 51 54 4,8 44
2.2'.4.4'5.5'-Hexachlorbiphenyl (153) pug/kg T™M 25 2 3 4 37 41 39 3,6 37 4 34 31
2.2'.3.4.4' 5.5'-Heptachlorbipheny!(180) pug/kg T™M 15 12 19 25 19 2,2 2,2 19 19 2,3 19 18
Summe Polybromdiphenylether laut WRRL | ug/kg TM 0,85 091 1 13 1 12 11 18 0,74 0,92 0,74 0,88
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Entnahme Datum Start: | 02.01.| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.
Datum Ende:| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.| 28.12.
Parameterbestimmung Einheit
2,4,4'-Tribromdiphenylether(28) pg/kg T™M <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20
2,2' 4 4'-Tetrabromdiphenylether(47) ug/kg T™M 0,25 0,28 0,29 0,62 0,38 0,59 0,61 0,85 0,24 042 0,24 0,26
2,2'4,4' 5-Pentabromdiphenylether(99) ug/kg T™M 0,2 0,23 0,32 0,25 0,25 0,21 <0,20 051 <0,20 | <0,20 | <0,20 0,22
2,2'4,4' 6-Pentabromdiphenylether(100) | pg/kg TM <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20
2,2',4,4'5,5'-Hexabromdiphenylether(153) | pg/kg TM <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20
2,2'4,4'5,6'-Hexabromdiphenylether(154) | ug/kg TM <0,20 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20
BDE-209 pg/kg T™M 22 12 23 29 33 19 13 12 8 6 13 11
DEHP ug/kg T™M 520 420 330 270 370 320 <250 <250 <250 <250 <250 280
Pentachlorphenol ug/kg T™M <0,50 | <0,50 0,54 <0,50 0,63 0,63 <050 | <050 | <050 | <050 | <0,50 05
DDD, o0.p'- pg/kg T™M 51 45 57 57 6,9 58 51 47 53 52 52 5
DDD, p.p'- pg/kg T™M 94 8,2 11 11 13 9,8 99 89 10 11 10 9,8
DDE, o.p'- ug/kg T™M <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
DDE, p.p'- ug/kg T™M 3,3 2,8 3.7 3.8 51 39 34 34 3.3 32 3.3 31
DDT Summe pg/kg T™M 22 19 24 25 34 19 17 16 15 24 19 15
DDT, 0.p'- ug/kg T™M <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
DDT, p.p'- ug/kg T™M 7,9 6,5 8 89 15 42 2,2 2,3 <2,0 9,2 45 <2,0
DDX Summe ug/kg T™M 28 24 30 31 42 26 23 21 22 31 25 21
HCH, alpha ug/kg T™M 2,6 1,7 12 <10 4.7 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HCH, beta pug/kg T™M 3.7 59 3 2,8 2,8 1,7 16 12 1,8 1,8 15 1,7
Lindan ug/kg T™M <1,0 <1,0 <1,0 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <1,0 <1,0
HCH, delta ug/kg T™M <1,0 <1,0 <1,0 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <1,0 <1,0
HCH, epsilon pg/kg T™M <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
HCH Summe berechnet pg/kg T™M 7,8 9,1 57 4.8 9 3,7 3,6 3,2 3,8 3,8 35 3,7
Tricyclohexylzinn-Kation pg/kg T™M <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 4.6 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
Triphenylzinn-Kation ug/kg T™M <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Monobutylzinn-Kation pg/kg T™M 11 10 15 15 11 20 56 3,6 14 75 14 13
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Entnahme Datum Start: | 02.01.| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.] 28.09.| 31.10.| 29.11.

DatumEnde: | 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.| 28.12.
Parameterbestimmung Einheit

Dibutylzinn-Kation pug/kg T™M 18 10 21 29 17 27 14 <1,0 25 11 18 17
Tributylzinn-Kation ug/kg T™M 43 74 91 59 57 58 50 76 40 34 54 54
Tetrabutylzinn ug/kg T™M 47 21 39 37 6 11 6,7 25 3 24 18 21
Monooctylzinn-Kation pg/kg T™M <10 <10 1,6 <1,0 <10 <1,0 <10 <10 11 <1,0 15 13
Dioctylzinn-Kation pg/kg T™M <2,0 <2,0 <2,0 6 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
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Tabelle 1.6 Analytikdaten Schwebstoffe 2012 Bunthaus zum Vergleich

Anhang

Datum
Entnahme St?itrli: 02.01.| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.

Datum

Er?él:z: 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.] 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.| 28.12.
Parameterbestimmung Einheit
TOC gesamt mg/kg TM | 52000 56000 | 62000 | 62700 | 55000 | 35900 | 42600 | 50000 | 59000 | 38900 | 45900
AOX mg/kg TM 92 89 101 62 59 48 54 51 52 85 91
Arsen mg/kg TM 27 28 27 14 16 13 14 19 12 11 15
Barium mg/kgTM | 512 565 522 318 288 321 272 279 374 397 452
Beryllium mg/kg TM 2 2,3 22 12 1 1 <1,00 <1,00 11 11 14
Blei mg/kg TM 78 69 67 33 36 36 33 30 44 41 52
Bor mg/kgTM | 489 547 | 462 | 244 | 232 23 213 | 205 | 294 | 308 | 344
Cadmium mg/kg TM 48 41 45 34 38 36 3 27 35 3.2 34
Chrom mg/kg TM 54 57 59 27 30 28 22 20 30 28 36
Eisen mg/kg TM | 29000 | Mess- | 26000 | 28000 | 13000 | 13000 | 12000 | 11000 | 10000 | 15000 | 14000 | 20000
Kobalt mg/kg TM 1g | station | 15 14 6,8 74 6,7 6,1 55 8,8 8,8 12
Kupfer ma/kgT™M | 76 | oo | 64 | 65 | 37 | 42 | 40 | 39 | 30 | 57 | 56 | 65
Mangan mg/kg TM | 2800 | (keine | 2200 | 2000 | 940 | 1500 | 1500 | 1000 | 1500 | 2100 | 1900 | 2500
Nickel mg/kg TM 34 | Probe) | 31 32 16 17 16 15 14 18 17 24
Quecksilber mg/kg TM 15 15 15 08 1 083 | 095 | 088 15 13 14
Selen mg/kg TM 13 13 15 13 09 075 | 087 08 088 | 076 | 099
Silber mg/kg TM 13 11 11 058 | 066 | 059 | 069 | 047 | 086 | 072 | 0091
Thallium mg/kgTM | 048 041 | 045 | 026 03 03 0,24 0.2 03 028 | 036
Uran mg/kg TM 16 16 17 1 11 097 | 087 08 0,98 09 12
Vanadium mg/kg TM 38 44 46 24 25 22 17 14 18 17 23
Zink mg/kgTM | 760 630 690 470 530 490 430 410 530 490 590
Pentachlorbenzol ug/kg T™M 19 23 16 <10 11 11 <10 11 19 17 2
Hexachlorbenzol pg/kg T™M 34 43 29 13 13 15 11 13 21 24 44
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Anhang

Datum
Entnahme St?itrli: 02.01. | 01.02.| 01.03. | 02.04. | 27.04. | 01.06. | 29.06. | 31.07. | 31.08. | 28.09. | 31.10. | 29.11.

D

Er?él;zr:n 01.02. | 01.03.| 02.04. | 27.04. | 01.06. | 29.06. | 31.07. | 31.08. | 28.09. | 31.10. | 29.11. | 28.12.
Parameterbestimmung Einheit
PCB 28 ug/kg T™M <2,0 <2,0 41 <2,0 <2,0 44 47 4.8 <2,0 2,6 55
2.2'.5.5-Tetrachlorbiphenyl (52) pug/kg T™M <2,0 <2,0 34 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 3.3 2,2
2.2'.4.5.5'-Pentachlorbiphenyl (101) pg/kg TM 44 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 <4,0 5
2.3'.4.4'.5-Pentachlorbiphenyl (PCB 118) ug/kg T™M 17 18 16 1 1 0,75 0,81 0,76 0,96 12 13
2.2'.3.4.4' 5'-Hexachlorbiphenyl (138) pug/kg T™M 10 9,6 9,6 54 53 3.6 3.7 3 51 59 59
2.2'4.4'5.5'-Hexachlorbiphenyl (153) ug/kg T™M 6 59 6,3 34 33 25 2,6 2 3,7 41 3,9
2.2'.3.4.4' 5.5'-Heptachlorbipheny!(180) ug/kg T™M 41 3,8 4 2 1,8 19 1,7 1,2 2,7 3 29
Summe Polybromdiphenylether laut WRRL | pg/kg TM 2 16 19 12 1,7 1 12 0,94 0,77 1 16
2,4,4'-Tribromdiphenylether(28) ug/kg T™M <0,20 <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 <0,20
2,2' 4 4'-Tetrabromdiphenylether(47) pg/kg T™M 11 Mess. 0,71 0,82 047 0,92 04 0,54 0,34 0,27 0,36 0,71
2,2'4,4' 5-Pentabromdiphenylether(99) pg/kg T™M 0,53 | station 045 0,66 0,36 0,35 0,23 0,22 0,2 <0,20 0,26 0,52
2,2'4,4' 6-Pentabromdiphenylether(100) | pg/kg TM <0,20 | aufer | <020 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <020 | <0,20 | <0,20 | <0,20 | <0,20 <0,20
2,2' 4,4'5,5'-Hexabromdiphenylether(153) |pg/kg TM | <0,20 I%iglne: <020 | <020 | <020 | <020 | <020 | <020 | <020 | <020 | <020 | <0,20
2,2'4,4'5,6'-Hexabromdiphenylether(154) | ug/kg TM <0,20 Probe) <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20
BDE-209 pug/kg T™M 110 230 150 79 30 35 32 41 30 63 44
DEHP pug/kg T™M 940 950 850 740 860 <250 <250 <250 390 530 630
Pentachlorphenol ug/kg T™M 15 14 25 0,95 19 0,52 <0,50 1 0,52 0,88 11
DDD, o.p'- ug/kg T™M 14 14 13 91 9,2 6,3 6,5 6,3 79 10 14
DDD, p.p'- ug/kg T™M 27 29 28 14 15 12 11 12 17 22 21
DDE, o.p'- ug/kg T™M <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0
DDE, p.p'- ug/kg T™M 16 14 11 7 59 44 44 3.8 4,6 7,6 6,7
DDT Summe pug/kg T™M 88 120 120 80 31 74 55 31 53 90 73
DDT, o.p'- pug/kg T™M 55 12 7,3 25 <2,0 2,2 21 <2,0 2,6 41 6,1
DDT, p.p'- ug/kg T™M 39 61 70 56 91 55 37 14 29 56 39
DDX Summe pug/kg T™M 100 130 130 90 41 81 62 38 62 100 88
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Anhang

Datum
Entnahme St?itrli: 02.01.| 01.02.| 01.03.| 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.

Datum

Er?él;z: 01.02.| 01.03.] 02.04.| 27.04.| 01.06.| 29.06.| 31.07.| 31.08.| 28.09.| 31.10.| 29.11.| 28.12.
Parameterbestimmung Einheit
HCH, alpha ug/kg T™M 16 3,1 2,7 19 12 11 12 14 2 2,6 2,7
HCH, beta ug/kg T™M 22 17 14 9,2 4 3,7 3,3 7,9 19 8,7 17
Lindan ug/kg T™M 15 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 14 <10
HCH, delta ug/kg T™M 21 13 1,1 <10 <10 <10 <10 <10 11 24 12
HCH, epsilon pg/kg T™M 15 Mess- <1,0 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 13 <10
HCH Summe berechnet ug/kg T™M 43 station 22 19 13 6,7 6,3 6 11 23 16 22
Tricyclohexylzinn-Kation ug/kg T™M <20 aulBer <2,0 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
Triphenylzinn-Kation ug/kg T™M <20 |Betrieb| o0 | <0 | <20 | <20 | <20 | <20 | <20 | <20 | <0 | <20
Monobutylzinn-Kation ug/kg T™M 17 S:(e)lbnee) 41 34 10 8,2 13 <10 53 8,8 16 15
Dibutylzinn-Kation pug/kg T™M 11 120 14 19 11 <1,0 4 49 7 52 12
Tributylzinn-Kation pg/kg T™M 49 22 19 9 10 9,7 91 11 14 23 20
Tetrabutylzinn ug/kg T™M 6,2 10 4,1 13 74 7,6 39 28 47 3,2 33
Monooctylzinn-Kation ug/kg T™M 8 9,9 <10 <10 <10 <10 14 1,3 11 3 4
Dioctylzinn-Kation ug/kg T™M 7,3 <20 22 <20 <20 <20 <20 <20 <20 3,2 3
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Anhang Il Stoffdaten des Quarzsands

Quarzwerke GmbH fon:  +49 (0) 2234 /101-0
Postfach 1780 Kaskadenweg 40 fax:  +49 (0) 2234 /101-400
D-50207 Frechen D-50226 Frechen www. Quarzwerke.com

<1101 > Seite 1/2 (02/09)
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Anhang Il Messergebnisse - Einfluss der Schittelfrequenz auf die Fischembryonen

Far Anhang Il gelten die folgenden Abklrzungen, die in Kapitel 2.8 ausfuhrlich erklart sind.

e N

o K

e S

e H

e (Geschl.
e nw.

steht fUr einen normal entwickelten Keim

heil3t der koagulierte Keim

steht fur keine Schwanzablésung

bedeutet kein Herzschlag

heif3t, dass der Embryo bereits geschlipft ist

nicht wiedergefunden

Tabelle 111.1 Protokoll Einfluss der Schittelfrequenz bei 60 rpm auf die Embryonen

Effekte bei den Embryonen nach 48h

Probenbezeichnung Einwaage Anzahl Tote/ Mortalitat
ing Anzahl fehlende Eier/
Anzahl eingesetzte Eier
wassrig, Positivkontrolle 1 - K K H/S H/S H/S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 2 - K K K H/S H/S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 3 - K H/S | H/S H/S K 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 4 - K K K K nur Hille 4/1/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 3,03 H H/S K K K 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 2 2,98 K K K K K 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 3 2,98 K K H/S H/S K 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 4 2,99 K K K K K 5/0/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N N N N N 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N K 1/0/5
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N N N N, geschl. 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 4 - N N N N N 0/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 1 3,02 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 2 2,98 N N N N N, geschl. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 3 3,01 N N N N N.w. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 4 3,02 N N N N N 0/0/5 0%
Quarz, Negativkontrolle 5 2,98 N N N N N, geschl. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 6 2,98 N N N N H 1/0/5
Quarz, Negativkontrolle 7 3,03 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 8 3,03 N N N N, geschl. N, geschl. 0/0/5 5%
Letale Effekte der Embryonen bei 60 rpm: 2,6 %
Tabelle 111.2 Protokoll Einfluss der Schittelfrequenz bei 70 rpm auf die Embryonen
Effekte bei den Embryonen nach 48h |
Probenbezeichnung Einwaage Anzahl Tote/ Mortalitat
ing Anzahl fehlende Eier/
Anzahl eingesetzte Eier
wassrig, Positivkontrolle 1 - K H:S H:S H:S H:S 5/ 0/5
wassrig, Positivkontrolle 2 - K H;S H;S H H;S 5/ 0/5
wassrig, Positivkontrolle 3 - K H:S N H:S H 5/ 0/5
wassrig, Positivkontrolle 4 - K K H;S H;S H;S 5/ 0/5 95%
Quarz, Positivkontrolle 1 3,03 H;S | H;S | H,geschl. K n.w. 4/ 1/5
Quarz, Positivkontrolle 2 3,00 H;S H;S K H 5/ 0/5
Quarz, Positivkontrolle 3 2,97 H;S | H;S H H:S H:S 5/ 0/5
Quarz, Positivkontrolle 4 3,00 N H K K H 5/ 0/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N N N N, geschl. | N, geschl. 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N, geschl. | N, geschl. 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N N N, geschl. | N, geschl. 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 4 - N N N N K 1/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 1 3,00 N N N, geschl. | N,geschl. | N,geschl. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 2 3,03 N N N N N, geschl. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 3 3,01 N N N, geschl. | N, geschl. | N,geschl. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 4 2,97 N N N N 0/0/5 0%
Quarz, Negativkontrolle 5 2,98 N N N, geschl. | N, geschl. | N,geschl. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 6 3,03 N N N, geschl. | N, geschl. n.w. 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 7 3,02 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 8 3,03 N N N, geschl. | N,geschl. | N,geschl. 0/0/5 0%

Letale Effekte der Embryonen bei 70 rpm: 0 %
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Tabelle 111.3 Protokoll Einfluss der Schittelfrequenz bei 80 rpm auf die Embryonen

Effekte bei den Embryonen nach 48h

Probenbezeichnung Einwaag Anzahl Tote/ Mortalitat
eing Anzahl fehlende Eier/
Anzahl eingesetzte Eier
wassrig, Positivkontrolle 1 - K K H;S H:S H:S 5/ 0/5
wassrig, Positivkontrolle 2 - K K K H;S H;S 5/ 0/5
wassrig, Positivkontrolle 3 - K K H:S H:S H:S 5/ 0/5
wassrig, Positivkontrolle 4 - K K K H;S H;S 5/ 0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 3,00 K H:S H:S H:S H 5/ 0/5
Quarz, Positivkontrolle 2 3,02 K K H;S H;S N 4/ 0/5
Quarz, Positivkontrolle 3 2,99 K K K H:S H:S 5/ 0/5
Quarz, Positivkontrolle 4 3,02 K K H;S H;S n.w. 4/ 1/5 95%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N N N N K 1/0/5
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N N 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N N N N 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 4 - N N N N N 0/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 1 3,01 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 2 2,98 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 3 3,02 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 4 2,97 N N N N K 1/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 5 3,02 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 6 3,03 N N N N K 1/ 0/5
Quarz, Negativkontrolle 7 3,00 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 8 2,97 N N N N N 0/0/5 5%
Letale Effekte der Embryonen bei 80 rpm: 5 %
Tabelle 111.4 Protokoll Einfluss der Schittelfrequenz bei 90 rpm auf die Embryonen
Effekte bei den Embryonen nach 48h |

Probenbezeichnung Einwaage Anzahl Tote/ Mortalitat

ing Anzahl fehlende Eier/

Anzahl eingesetzte Eier
wassrig, Positivkontrolle 1 - K K H:S H:S H:S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 2 - K K H;S H;S H;S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 3 - K K K H:S H:S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 4 - K K K K K 5/0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 3,03 K K H:S H:S H 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 2 3,03 K H;S H;S H;S H;S 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 3 2,98 K K H:S H:S H:S 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 4 3,03 K H;S H;S H H 5/0/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N, geschl. N, geschl. N, geschl. N, geschl. N, 0/0/5
geschl.
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N n.w. 0/1/5
wassrig, Negativkontrolle 3 - N, geschl. N, geschl. N N N 0/0/5
wassrig, Negativkontrolle 4 - N, geschl. N, geschl. N, geschl. N, geschl. N, 0/0/5 0%
geschl.

Quarz, Negativkontrolle 1 2,99 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 2 2,97 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 3 2,98 N, geschl. N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 4 3,02 N, geschl. N, geschl. N N N 0/0/5 0%
Quarz, Negativkontrolle 5 2,99 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 6 2,98 N N N N n.w 0/1/5
Quarz, Negativkontrolle 7 3,00 N N N N, geschl. n.w 0/1/5
Quarz, Negativkontrolle 8 3,02 N N N N N 0/0/5 0%

Letale Effekte der Embryonen bei 90 rpm: 0 %
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Tabelle 111.5 Protokoll Einfluss der Schittelfrequenz bei 100 rpm auf die Embryonen

Effekte bei den Embryonen nach 48h

Anhang

Probenbezeichnung Einwaage Anzahl Tote/ Mortalitat
ing Anzahl fehlende Eier/
Anzahl eingesetzte Eier

wassrig, Positivkontrolle 1 - K H:S H:S H:S H:S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 2 - K K H;S H;S H;S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 3 - K H:S H:S H:S H:S 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 4 - K H;S H;S H;S H;S 5/0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 3,00 K K K H:S H 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 2 3,00 K H;S H;S H;S n.w. 4/1/5
Quarz, Positivkontrolle 3 3,02 K K K H:S H:S 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 4 3,03 K K H;S H;S n.w. 4/1/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N, N, N, N, N, 0/0/5

geschl. geschl. geschl. geschl. geschl.
wassrig, Negativkontrolle 2 - N, N N N H 1/0/5

geschl.
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N, N, N, N, 0/0/5

geschl. geschl. geschl. | geschl.

wassrig, Negativkontrolle 4 - N, N, N, N, N, 0/0/5 5%

geschl. geschl. geschl. geschl. geschl.
Quarz, Negativkontrolle 1 2,97 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 2 3,00 N N N N K 1/0/5
Quarz, Negativkontrolle 3 2,99 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 4 3,02 N N N N K 1/0/5 10%
Quarz, Negativkontrolle 5 2,97 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 6 3,01 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 7 3,02 N N N N K 1/0/5
Quarz, Negativkontrolle 8 2,99 N N N N N 0/0/5 5%

Letale Effekte der Embryonen bei 100 rpm: 7,5 %
Tabelle 111.6 Protokoll Einfluss der Schittelfrequenz bei 110 rpm auf die Embryonen
Effekte bei den Embryonen nach 48h
Probenbezeichnung Einwaag Anzahl Tote/ Mortalitat
eing Anzahl fehlende Eier/
Anzahl eingesetzte Eier

wassrig, Positivkontrolle 1 - K K K K K 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 2 - H;S H;S K K K 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 3 - H;S K K K K 5/0/5
wassrig, Positivkontrolle 4 - H;S H;S K K K 5/0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 2,98 H:S H:S K K K 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 2 3,02 H;S H;S H;S K K 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 3 3,01 K K K K K 5/0/5
Quarz, Positivkontrolle 4 2,99 H;S H;S K K K 5/0/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - K N N N - 1/1/5
wassrig, Negativkontrolle 2 - K N N N N 1/0/5
wassrig, Negativkontrolle 3 - K N N N N 1/0/5
wassrig, Negativkontrolle 4 - K N N N N 1/0/5 21%
Quarz, Negativkontrolle 1 3,00 K N N N N 1/0/5
Quarz, Negativkontrolle 2 3,03 K N N N N 1/0/5
Quarz, Negativkontrolle 3 2,97 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 4 3,00 N N N N N 0/0/5 10%
Quarz, Negativkontrolle 5 3,02 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 6 2,98 K K N N N 2/0/5
Quarz, Negativkontrolle 7 3,02 N N N N N 0/0/5
Quarz, Negativkontrolle 8 2,98 N N N N n.w. 1/ 0/5 11%

Letale Effekte der Embryonen bei 110 rpm: 10,3 %
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Anhang IV Messergebnisse - Sauerstoffmessung bei einer Schittelfrequenz von 80 rpm

Tabelle IV.1 Daten zur Sauerstoffmessung Uiber 8 Stunden der Schwebstoffe aus Marz bei 80 rpm

Kalibrierung | Phase Temperatur
0% | 58,45° 19,8°C
100% | 27,69° 19,8°C
Versuchstag | Einwaage Einwaage Einwaage Einwaage
04.06.2013 | 3,02g/11ml |3,00g/11ml | 3,01g/6ml 3,03g/6ml
Messzeitpkt. | Bunthaus 1 | Bunthaus 2 | Seemannshdéftl | Seemannshéft2
[Minuten] |[mg/LO2] |[mg/L0O;] |[mg/L O7] [mg/L O] Zeit [h]
0 8,19 8,1 8,66 8,61 0
15 7,52 7,84 8,1 8,14 0,25
30 7,48 7,03 8,01 8,1 05
45 6,8 7,04 7,71 7,48 0,75
60 6,9 5,85 7,61 7.6 1
75 6,65 572 7,43 74 1,25
90 6,08 541 7,31 7,47 15
105 6,5 6,2 7,14 7,49 1,75
120 6,57 6,49 7,29 7,22 2
150 6,24 6,12 744 7,51 25
180 6,61 6,3 7,32 747 3
210 6,73 6,82 7,45 7,71 35
300 6,42 6,61 7,63 75 5
330 6,69 6,7 7,67 7,73 55
360 6,38 6,72 7,38 7,71 6
390 6,11 6,62 7,55 7,59 6,5
420 6,29 6,54 7,65 7,68 7
450 6,44 6,27 7,62 7,66 75
480 6,28 6,22 7,37 7,51 8
1440 1,55 15 551 6,63 24
1470 1,02 247 6,5 6,67 245
1680 1,92 2,55 6,16 6,61 28
2880 0,7 14 6,4 7,23 48
4320 5,18 2,84 6,86 7,21 72
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Kalibrierung | Phase Temperatur
0% | 57,65° 19,1°C
100% | 27,74° 19,1°C
Versuchstag | Einwaage Einwaage Einwaage Einwaage
05.06.2013 | 2,98g/11ml |2,98g/11ml | 2,97g/6ml 2,98g/6ml
Messzeitpkt. | Bunthaus 1 | Bunthaus 2 | Seemannshdéftl | Seemannshéft2
[Minuten] |[mg/LO2] |[mg/L0O;] |[mg/L O] [mg/L O] Zeit[h]
0 8,22 8,74 8,77 8,93 0
8 7,88 8,14 8,46 8,64 0,13
15 7,32 7,82 8,13 8,19 0,25
20 7,12 7,64 8,07 8,14 0,33
26 6,33 7,11 7,87 7,81 0,43
33 6,64 7,07 7,81 7,72 0,55
40 5,75 6,86 7,76 7,68 0,67
47 6,45 7,02 757 7,52 0,78
55 6,66 7,33 7,59 7.6 0,92
62 6,53 7,03 7,53 744 1,03
70 6,35 6,81 744 7,49 1,17
80 6,03 6,87 7,55 7,34 1,33
90 6,17 6,7 7,46 7,52 15
100 6,46 6,61 7,59 747 1,67
110 6,26 7,11 747 7,54 1,83
120 5,87 6,5 7,27 7,34 2
135 6,36 7,26 7.4 7,51 2,25
150 6,3 6,17 7,54 7,46 2,5
165 6,5 7,03 7,51 7,48 2,75
180 6,62 6,9 7,61 7,51 3
210 6,43 7,01 7.6 747 35
240 6,87 6,78 7,36 7,68 4
270 6,68 6,65 7,61 7,65 45
300 6,44 6,33 7,54 7,56 5
330 6,58 6,62 7,66 747 55
390 547 6,58 7,55 7,15 6,5
420 577 6,31 7,51 7,45 7
450 57 6,17 7,37 7,48 75
480 5,25 5,29 7,25 7.4 8
1680 2,52 3,15 744 6,77 28
3060 2,59 3,26 6,92 6,97 51
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Tabelle IV.2 Daten zur Sauerstoffmessung Uber 48 Stunden der Schwebstoffe aus Marz/April Bunthaus bei 80 rpm

Kalibrierung | Phase Temperatur
0% | 56,8° 19,9°C
100% | 27,55° 19,7°C

Tabelle 1V.2.1 Messungen Sauerstoffkonzentration des Monats Mérz aus Bunthaus tiber 48 Stunden bei 80 rpm

Anhang

Messzeitpkt. Bunthausl |Bunthaus2 |Messzeitpkt. | Bunthaus3 |Bunthaus4 | Messzeitpkt.
[Minuten] Zeitinh [mg/L O;] [mg/L O5] [Minuten] [mg/L O5] [mg/L O5] [Stunden]
0 0 8,19 8,1 0 8,22 8,74 0
15 0,25 7,52 7,84 8 7,88 8,14 0,13
30 05 7,48 7,03 15 7,32 7,82 0,25
45 0,75 6,8 7,04 20 7,12 7,64 0,33
60 1 6,9 5,85 26 6,33 7,11 0,43
75 1,25 6,65 572 33 6,64 7,07 0,55
90 15 6,08 541 40 5,75 6,86 0,67
105 1,75 6,5 6,2 47 6,45 7,02 0,78
120 2 6,57 6,49 55 6,66 7,33 0,92
150 25 6,24 6,12 62 6,53 7,03 1,03
180 3 6,61 6,3 70 6,35 6,81 1,17
210 35 6,73 6,82 80 6,03 6,87 1,33
300 5 6,42 6,61 90 6,17 6,7 15
330 55 6,69 6,7 100 6,46 6,61 1,67
360 6 6,38 6,72 110 6,26 7,11 1,83
390 6,5 6,11 6,62 120 5,87 6,5 2
420 7 6,29 6,54 135 6,36 7,26 2,25
450 75 6,44 6,27 150 6,3 6,17 25
480 8 6,28 6,22 165 6,5 7,03 2,75
1440 24 1,55 15 180 6,62 6,9 3
1470 24,5 1,02 2,47 210 6,43 7,01 35
1680 28 1,92 2,55 240 6,87 6,78 4
2880 48 0,7 14 270 6,68 6,65 45
4320 72 5,18 2,84 300 6,44 6,33 5
330 6,58 6,62 55
390 547 6,58 6,5
420 5,77 6,31 7
450 57 6,17 7,5
480 5,25 5,29 8
1680 2,52 3,15 28
3060 2,59 3,26 51
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Tabelle 1V.2.2 Messungen Sauerstoffkonzentration des Monats April aus Bunthaus Uber 48 Stunden bei 80 rpm

Messzeitpkt. | Messzeitpkt. | Bunthausl | Messzeitpkt. | Messzeitpkt. | Bunthaus2
[Minuten] [Stunden)] |[mg/L O] [Minuten] [Stunden] [mg/L O;]

0 0 7,37 0 0 7,71
120 2 3,86 720 12 0,02
240 4 471 840 14 0,02
360 6 4,35 960 16 0,03
480 8 4,54 1080 18 0,03
600 10 0,13 1200 20 0,03
720 12 0,02 1440 24 0,03
1440 24 0,02 2160 36 0,04
1560 26 0,02 2280 38 0,04
1680 28 0,02 2400 40 0,03
1800 30 0,02 2520 42 0,04
1920 32 0,03 2640 44 0,04
2040 34 0,03 3600 60 0,04
2160 36 0,05 3720 62 0,03
2880 48 0,03 3840 64 0,04
3000 50 0,02 3960 66 0,02
3120 52 0,03
3240 54 0,03
4320 72 0,03
4440 74 0,03
4560 76 0,03
4680 78 0,03
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Tabelle IV.3 Daten zur Sauerstoffmessung Uiber 48 Stunden der Schwebstoffe aus Marz/April Seemannshoft bei 80 rpm

Kalibrierung

0%

56,8°

19,9°C

100%

27,55°

19,7°C

Tabelle 1V.3.1 Messungen Sauerstoffkonzentration des Monat Mérz aus Seemannshdft (SH) Uber 48 Stunden bei 80 rpm

Messzeitpkt. | Messzeitpkt. | SH1 [mg/L | SH2 [mg/L | Messzeitpkt. | SH3 [mg/L | SH3 [mg/L
[Minuten] |[Minuten] |O;] 0] [Minuten] | 02] 0]

0 0 8,66 8,61 0 8,77 8,93
15 0,25 81 8,14 8 8,46 8,64
30 05 8,01 81 15 813 8,19
45 0,75 7,71 7,48 20 8,07 8,14
60 1 7,61 7,6 26 7,87 7,81
75 125 7,43 74 33 7,81 7,72
90 15 7,31 747 40 7,76 7,68
105 175 7,14 7,49 47 7,57 7,52
120 2 7,29 7,22 55 7,59 7,6
150 25 7,44 7,51 62 7,53 7,44
180 3 7,32 747 70 744 749
210 35 7,45 7,71 80 7,55 7,34
300 5 7,63 75 90 7,46 7,52
330 55 7,67 7,73 100 7,59 747
360 6 7,38 7,71 110 747 7,54
390 6,5 7,55 7,59 120 7,27 7,34
420 7 7,65 7,68 135 74 7,51
450 75 7,62 7,66 150 7,54 7,46
480 8 7,37 7,51 165 7,51 7,48

1440 24 551 6,63 180 7,61 7,51
1470 24,5 6,5 6,67 210 7,6 747
1680 28 6,16 6,61 240 7,36 7,68
2880 48 6.4 7,23 270 7,61 7,65
4320 72 6,86 7,21 300 7,54 7,56
330 7,66 747
390 7,55 7,15
420 7,51 7,45
450 7,37 7,48
480 7,25 74
1688 744 6,77
3060 6,92 6,97
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Tabelle 1V.3.2 Messungen Sauerstoffkonzentration des Monat April aus Seemannshoft (SH)uber 48 Stunden bei 80 rpm

Messzeitpkt. | Messzeitpkt. | SH1 [mg/L | Messzeitpkt. | Messzeitpkt. | SH2 [mg/L
[Minuten] [Stunden] 0;] [Minuten] [Stunden] 0;]

0 0 9,01 0 0 8,97
120 2 6,44 720 12 4,16
240 4 6,11 840 14 411
360 6 6,29 960 16 297
480 8 6,37 1080 18 34
600 10 2,77 1200 20 3,31
720 12 0,73 1320 22 3,18
1440 24 3,22 1440 24 4,25
1560 26 3,55 2280 38 4,21
1680 28 4,25 2400 40 4,99
1800 30 515 2520 42 461
1920 32 4,82 2640 44 4,77
2160 36 4,73 3600 60 5,18
2880 48 481 3720 62,00 541
3000 50 4,67 3840 64,00 5,89
3120 52 451 3960 66,00 5,76
3240 54 4,68
3360 56 5,25
4320 72 5,35
4440 74 5,38
4560 76 547
4680 78 541

Anhang V Messergebnisse - Vorinkubation und Toxizitat

Far Anhang V gelten die folgenden Abkiirzungen, die in Kapitel 2.8 ausfuihrlich erklart sind.

e N
e K
e S
e H

e Geschl.

steht fUr einen normal entwickelten Keim

heil3t der koagulierte Keim

steht fur keine Schwanzabldsung

bedeutet kein Herzschlag

nicht wiedergefunden

Fischei-Sedimentkontakttest mit sauerstoffzehrenden Sedimenten
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Versuchsprotokoll V.1 Fischeisedimentkontakttest Bunthaus Marz und April auf 80rpm

Eiablage
Versuchsvorbereitung 02.07.2013 | Datum 8:15 pH-Wert Verdiinnungswasser 8,79 eingestellt auf 7,07
Versuchsbeginn (Datum) 03.07.2013 | 9:15 95 % Befruchtungsrate 02-Gehalt des Verdinnungswassers 8,8 mg/L
Effekte bei den Embryonen nach 48h Anzahl Tote/
Anzahl fehlende Eier/

Probenbezeichnung Einwaage in g 1 2 3 4 5 Anzahl eingesetzte Eier | Mortalitat
wassrig, Positivkontrolle 1 - K K K H;S H;S 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 2 - H K K K K 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 3 - H;S K K K K 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 4 - H;S H;S K K K 5/0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 2,98 H;S H;S H;S H K 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 2 3,03 N K K H;S H;S 4/1/5 -
Quarz, Positivkontrolle 3 3,01 H;S H;S H;S K K 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 4 3,01 K K H;S H;S H 5/0/5 95%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 4 - N N N N K 1/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 1 2,98 N N;ges. N N K 1/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 2 3,03 N,ges. N;ges. N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 3 297 N;ges. N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 4 2,98 N;ges. N;ges. N N N 0/0/5 5%
Probe 1 Bunthaus Marz 2,97 K K H;S H;S H;S 5/0/5 -
Probe 2 Bunthaus Marz 297 K H:S H 5/0/5 -
Probe 3 Bunthaus Marz 2,97 K K K K K 5/0/5 -
Probe 4 Bunthaus Marz 2,97 K K K K 5/0/5 100%
Probe 5 Bunthaus April 3,03 K K K K n.w. 4/1/5 -
Probe 6 Bunthaus April 2,97 K K K K K 5/0/5 -
Probe 7 Bunthaus April 3,00 K K K K n.w. 4/1/5 -
Probe 8 Bunthaus April 3,03 K K K K K 5/0/5 100%
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Versuchsprotokoll V.2 Fischeisedimentkontakttest Seemannshoéft Marz und April auf 80rpm

pH-Wert Verdinnungswasser 8,79 eingestellt auf 7,15
Versuchsvorbereitung 28.06.2013 | Datum Eiablage 8:30 | O2-Gehalt des Verdinnungswassers 8,8 mg/L
Versuchsbeginn (Datum) 29.06.2013 | 9:00 95 % Befruchtungsrate |
Effekte bei den Embryonen nach 48h Anzahl Tote/
Anzahl fehlende
Eier/
Einwaage Anzahl eingesetzte
Probenbezeichnung ing 1 2 3 4 5 Eier Mortalitat
wassrig, Positivkontrolle 1 - H H H H K 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 2 - H H K K K 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 3 - H;S H;S H K K 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 4 - H:S K K K K 5/0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 2,98 K K K K K 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 2 3,03 H;S K K K K 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 3 2,98 H;S H;S H H K 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 4 2,99 K K H;S H H 5/0/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 4 - N N N N K 1/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 1 3,02 N N N N K 1/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 2 2,98 N N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 3 3,00 N N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 4 3,02 N N N N N 0/0/5 5%
Probe 1 Seemannshoft Mérz 3,02 N N N N K 1/0/5 -
Probe 2 Seemannshéft Marz 3,03 N N N K n.w. 1/1/5 -
Probe 3 Seemannshéft Marz 2,99 N N N N n.w. 0/1/5 -
Probe 4 Seemannshoft Marz 3,00 N N N N K 1/0/5 16,7%
Probe 5 Seemannshoft April 3,03 N N N N N 0/0/5 -
Probe 6 Seemannshoft April 3,03 N N K K K 3/0/5 -
Probe 7 Seemannshoft April 3,00 K H N N N 2/0/5 -
Probe 8 Seemannshoft April 3,02 N N N N N 0/0/5 25%
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Versuchsprotokoll V.3 Fischeisedimentkontakttest Bunthaus und Seemannshéft Mai 80 rpm

Versuchsvorbereitung

08.07.2013

Datum

Eiablage 8:30

pH-Wert Verdinnungswasser 8,79 eingestellt auf 7,15
02-Gehalt des Verdinnungswassers 8,8 mg/L

Versuchsbeginn (Datum)

09.07.2013

9:30 97 % Befruchtungsrate

Effekte bei den Embryonen nach 48h

Anzahl Tote/

Einwaage Anzahl fehlende Eier/
Probenbezeichnung ing 1 2 3 4 5 Anzahl eingesetzte Eier | Mortalitét
wassrig, Positivkontrolle 1 - K H;S H;S H;S H;S 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 2 - K K H;S H;S H;S 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 3 - K K H;S H;S H:S 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 4 - K H;S H;S H;S H:S 5/0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 2,94 H;S H;S H;S H;S H:S 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 2 3,03 K K K K H;S 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 3 2,98 K K K H;S H:S 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 4 297 K K H;S H;S H:S 5/0/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 4 - N N N N K 1/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 1 2,99 N N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 2 3,03 N N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 3 3,01 N* N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 4 3,01 N N N N N 0/0/5 0%
Probe 1 Seemannshoft Mai 3,03 N N K K n.w. 2/1/5 -
Probe 2 Seemannshéft Mai 2,97 N N H H n.w. 2/1/5 -
Probe 3 Seemannshoft Mai 2,99 N N H H n.w. 2/1/5 -
Probe 4 Seemannshoft Mai 3,01 H;S K H;S H;S H;S 5/0/5 65%
Probe 5 Bunthaus Mai 2,99 K K K K K 5/0/5 -
Probe 6 Bunthaus Mai 3,01 K K K K K 5/0/5 -
Probe 7 Bunthaus Mai 2,98 K K K K K 5/0/5 -
Probe 8 Bunthaus Mai 2,99 K K K K n.w. 4/1/5 25%
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Versuchsprotokoll V.4 Fischeisedimentkontakttest Hochwasserprobe-Schwebstoffe 11. und 13. Juni 2013 80rpm

pH-Wert Verdinnungswasser 8,79 eingestellt auf 7,15
Versuchsvorbereitung 08.07.2013 | Datum Eiablage 8:30 | O2-Gehalt des Verdiunnungswassers 8,8 mg/L
Versuchsbeginn (Datum) 09.07.2013 | 9:30 97 % Befruchtungsrate
Effekte bei den Embryonen nach 48h Anzahl Tote/
Anzahl fehlende
Eier/
Einwaage Anzahl eingesetzte
Probenbezeichnung ing 1 2 3 4 5 Eier Mortalitat
wassrig, Positivkontrolle 1 - K H;S H;S H;S H;S 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 2 - K K H;S H;S H;S 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 3 - K K H;S H;S H:S 5/0/5 -
wassrig, Positivkontrolle 4 - K H;S H;S H;S H:S 5/0/5 100%
Quarz, Positivkontrolle 1 2,94 H;S H;S H;S H;S H;S 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 2 3,03 K K K K H;S 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 3 2,98 K K K H;S H:S 5/0/5 -
Quarz, Positivkontrolle 4 297 K K H;S H;S H:S 5/0/5 100%
wassrig, Negativkontrolle 1 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 2 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 3 - N N N N N 0/0/5 -
wassrig, Negativkontrolle 4 - N N N N K 1/0/5 5%
Quarz, Negativkontrolle 1 2,99 N N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 2 3,03 N N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 3 3,01 N* N N N N 0/0/5 -
Quarz, Negativkontrolle 4 3,01 N N N N N 0/0/5 0%
Probe 1 Hochwasser 11.6. 2,98 K K K K K 5/0/5 -
Probe 2 Hochwasser 11.6. 2,99 K K K n.w. n.w. 3/2/5 -
Probe 3 Hochwasser 11.6. 2,97 K K n.w. n.w. n.w. 2/3/5 -
Probe 4 Hochwasser 11.6. 3,03 K K K n.w. n.w. 3/2/5 100%
Probe 5 Hochwasser 13.6. 2,99 K K K K K 5/0/5 -
Probe 6 Hochwasser 13.6. 2,97 K K K K K 5/0/5 -
Probe 7 Hochwasser 13.6. 2,98 K K K K K 5/0/5 -
Probe 8 Hochwasser 13.6. 2,99 K K K K n.w. 4/1/5 100%
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Versuchsprotokoll V.5: Vorinkubation zur Verbesserung der Sauerstoffkonzentration

Probenbezeichnung 02 [mg/L] Start 0O2[mg/L] Ende
Probe 1 Bunthaus Marz 0,37 1,68
Probe 2 Bunthaus Marz 0,41 1,78
Probe 3 Bunthaus Marz 0,04 0,07
Probe 4 Bunthaus Marz 0,11 0,05
Probe 5 Bunthaus April 0,04 0,05
Probe 6 Bunthaus April 0,03 0,04
Probe 7 Bunthaus April 0,07 0,05
Probe 8 Bunthaus April 0,05 0,05
Probenbezeichnung 02 [mg/L] Start 0O2[mg/L] Ende
Probe 1 Seemannshoft Marz 545 6,82
Probe 2 Seemannshoft Marz 577 6,48
Probe 3 Seemannshoft Marz 6,15 7,01
Probe 4 Seemannshoft Marz 5,65 6,81
Probe 5 Seemannshoft April 311 516
Probe 6 Seemannshoft April 3,23 571
Probe 7 Seemannshoft April 3,61 5,6
Probe 8 Seemannshoft April 4,09 3,93
Probenbezeichnung 02 [mg/L] Start 02 [mg/L] Ende
Probe 1 Seemannshoft Mai 2,77 4,97
Probe 2 Seemannshdoft Mai 211 3,88
Probe 3 Seemannshoft Mai 1,13 4,29
Probe 4 Seemannshdoft Mai 1,25 4,44
Probe 5 Bunthaus Mai 0,07 0,05
Probe 6 Bunthaus Mai 0,02 0,04
Probe 7 Bunthaus Mai 0,05 0,07
Probe 8 Bunthaus Mai 0,15 0,09

Probenbezeichnung

02 [mg/L] Start

0O2[mg/L] Ende

Probe 1 Hochwasser 11.6. 0,15 0,08
Probe 2 Hochwasser 11.6. 0,18 0,06
Probe 3 Hochwasser 11.6. 0,16 0,05
Probe 4 Hochwasser 11.6. 0,01 0,05
Probe 5 Hochwasser 13.6. 1,25 0,05
Probe 6 Hochwasser 13.6. 0,16 0,07
Probe 7 Hochwasser 13.6. 0,35 0,08
Probe 8 Hochwasser 13.6. 0,05 0,06
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Institut fir Hygiene und

FREIE UND HANSESTADT U mWElt

HAMBURG Hamburger Landesinstitut fur

Behorde fiir Soziales, Familie, Lebensmittelsicherheit,

Gesundheit und Gesundheitsschutz und

Verbraucherschutz Umweltuntersuchungen
Qualitatsmanagementhandbuch HU4
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SOP Fischei-Sedimentkontakttest

Seite 2von 18 Entwurf Gultig ab:
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Institut fir Hygiene und

FREIE UND HANSESTADT U mWElt

HAMBURG Hamburger Landesinstitut fur

Behorde fiir Soziales, Familie, Lebensmittelsicherheit,

Gesundheit und Gesundheitsschutz und

Verbraucherschutz Umweltuntersuchungen
Qualitatsmanagementhandbuch HU4

SOP Fischei-Sedimentkontakttest

Seite 3von 18 Entwurf Gultig ab:

2 Geltungsbereich, Messverfahren, Verantwortlichkeiten

Fische spielen als Konsumenten eine wichtige Rolle in aquatischen Nahrungsketten. Fir den
Fischei-Test dienen Eier des Zebrabarblings (Danio rerio). Der Zebrabarbling gehort
innerhalb der Klasse der Knochenfische (Osteichthyes) zur Familie der Karpfenfische
(Cyprinidae). Zebrabarblinge kdnnen leicht geziichtet werden und produzieren das ganze
Jahr Uber Eier. Die Embryonalentwicklung ist in der Literatur gut beschrieben. Die
Entwicklung der Fischembryonen kann durch Wasserinhaltsstoffe beeintrachtigt werden.*

Der Fischei-Sedimentkontakttest wird in Anlehnung an die DIN EN ISO 15088 — T6 (DIN
38415-6, Stand: Juni 2009) durchgefiihrt. Die Testdauer betragt 48 Stunden bei einer
Temperatur von 26°C. Als toxikologische Endpunkte dienen der Tod der Embryonen durch
Koagulation der Eier, die nicht erfolgte Schwanzablésung vom Dotter, der fehlender
Herzschlag, eine fehlende Blutzirkulation und ein Herzédem.

Darlber hinaus ist die ,Empfehlung fur die Haltung, den Transport und das
tierschutzgerechte Toten von Versuchsfischen® der Tierarztlichen Vereinigung e.V. (Stand:
Jan 2009) zu beachten.

Verantwortlich ist der biologische Laborbereich HU411. Er ist bei UnregelméaRigkeiten oder
Fragen zu den Proben oder zu diesem Verfahren einzuschalten.?

3 Chemikalien und Geréate

CaClz2x 2 H20, p.a., z.B. Merck Art. 2382

MgSOa4x 7 H20, p.a., z.B. Merck Art. 5886

KClI, p.a., z.B. Merck Art. 4936

NaHCO3, p.a., z.B. Merck Art. 6329

3,4-Dichloranilin (3,4-DCA)

HCI 0,1 n, Merck Art 1.09060.1000

NaOH 0,1 n, Merck Art 1.09137.1000

Technischer Puffer: pH 4,0; 7,0; 6,865

Na,SOj; 1g/100ml zur Kalibrierung der Sauerstoffsonde
Watte aus Baumwolle

Quarzsand F36 (Quarzwerke GmbH Frechen, Deutschland)
pH-Meter z.B. WTW 526 mit Elektrode z.B. Blue Line 23pH
Sauerstoff-Messgerat mit Thermometer PreSens Microx mit Sauerstoffsensor z.B. TX3

! Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
2 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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El. Leitfahigkeits-Messgerat mit Sensor z.B. WTW InoLab Cond Level 2 *
Inversmikroskop

Kaltlichtquelle

Binokular

Horizontalschdttler

Kuhlinkubator

24-Well-Zellkulturplatte (ohne Beschichtung) fur die Auswertung

Edelstahlsieb

div. Aquarien mit Laichschalen, Kunstpflanzen, Futterautomaten und AufRenfilter
20 ml Kristallisierschalen, oder TC Testplatte mit 6 Wells z.B. Renner GmbH Nr. 38040
(Zellkulturplatten aus Polystyrol)

Parafilm (fur Kristallisierschalen)

Pipette mit 500-2500 ul und Pipettenspitzen

Einweg-Plastikpipette

Messkolben und Messzylinder 1 ml, 10 ml, 100 m|

Aktivkohlepatrone und Kupfer-lonen-Austauscher

Salz fur Artemienzucht (normales handelsiibliches Speisesalz oder Meersalz)
Verschiedene Glasware und Spatel

Teststabchen fir Ammonium, Nitrit, Nitrat und Wasserhérte zur Uberpriifung der
Halterungsaquarien (siehe Kap. 9)

Labortagebuch

Waage Sartorius universal 20048

¥ Der hier aufgefiihrte Sensor sollte durch eine Mikrosonde ersetzt werden.
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4  Probenahme, Probenkonservierung, Probenlagerung
4.1 Gefriertrocknung®
Die Gefriertrocknung wird nach SOP HU412.012 durchgefuhrt.

Sedimente:
Uberstehendes Wasser wird abdekantiert.
Schwebstoffproben:

Uberstehendes Wasser wird abdekantiert. Die Probe wird
durch Rihren homogenisiert.

Abhangig von der weiteren geplanten Bearbeitung der
Proben bzw. den zu bestimmenden Parametern werden
unterschiedliche Gefal3e fur die Trocknung verwendet. In
jedem Fall werden die GefalRe mit der Tagebuchnummer der
jeweiligen Probe beschriftet.

Probe in die Edelstahlschale bis ca. 1 cm unter dem oberen
Rand einfillen, diese mit dem Sieb abdecken, um ein
Verspritzen oder Verwirbeln der Proben im Trocknungsraum
zu vermeiden (blauen Gummiring nicht vergessen).

Damit beim Fischei-Sedimentkontakttest wieder die gleiche
Menge an Flussigkeit zugefuhrt wird, wie durch die
Trocknung verloren geht, wird die Trockensubstanz

bestimmt. Dazu wird die leere Schale mit Sieb (m,) und die
Probe mit Schale und Sieb (m,) vor dem Trocknen gewogen E D;i:;';"'

und das Gewicht notiert.

TEMPERATLRES
SHELR T2 BAROM 4

Die Proben miissen vor der Trocknung auf mindestens -35
°C heruntergekuhlt werden (Tiefklihlschrank), da die Proben
sonst in der Gefriertrocknungsanlage verspritzen.

* Quelle: SOP H22.012 -02 vom 15.02.2005
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Anlage: Amsco Finn Aqua, Lyovac GT2

Einstellungen:
Die Pumpe wird immer mit Gasballast betrieben (Hebel an der Vorderseite auf ,Gasballast®).

Die Temperatur der Stellplatten soll immer auf -35 °C eingestellt sein (Uberpriifung: <Display
Temp> driicken, bis LED neben ,Shelf* leuchtet, dann <Set Temp> druicken). Die
voreingestellte Temperatur wird blinkend angezeigt.

Vorbereitung der Gefriertrocknungsanlage:

Die Gefriertrocknungsanlage besitzt keinen Netzschalter, bleibt also immer im Standbybetrieb.
Der Netzschalter der Pumpe bleibt immer eingeschaltet, die Pumpe wird tber die
Anlagenregelung gesteuert.

Vor dem Einsetzen der Proben muss die Vakuumpumpe ca. eine halbe Stunde warmlaufen und
die Kuhlschlangen mussen vorgekuihlt werden:

Das Druckventil wird geschlossen, indem <Set Pressure> gedriickt (die ,Pressure“-Anzeige
blinkt) und mit den Pfeiltasten ,,A“ gewahlt wird (liegt in der Liste unter dem niedrigsten
Druck). Dann wird noch einmal <Set Pressure> gedriickt, die Anzeige wird konstant. Nun
werden mit der Taste <Drying> die Pumpe und die K&ltemaschine eingeschaltet.

Die Stellflachen fir die Schalen werden bei Nichtgebrauch im Gefrierschrank gelagert und
erst in das Geréat eingesetzt, wenn die Proben getrocknet werden sollen.

Dichtigkeitstest:

Der Dichtigkeitstest ist sehr wichtig, da von ihm abhangt, ob der Trocknungserfolg Gber den
Druck kontrolliert werden kann!

Vor dem Test ist zu prifen, ob noch Kondensat am Boden der Kiihlkammer vorhanden ist.
Dies muss uber das Ablaufventil und/oder durch Auswischen entfernt werden.

Um die Dichtigkeit der Anlage zu prufen, setzt man die Abdeckhaube auf, schliel3t Ablauf-
und Beliftungsventil. Die Lochplatte zum Trennen von Kihlkammer und Trockenkammer
wird mit dem Magnetschieber geéffnet.

Dann stellt man mit <Set Pressure> den Druck auf 1x10° mbar ein (Einheit beachten! Die
LED neben ,mbar“ muss leuchten).

Nach ca. einer halben Stunde sollte der Druck im Bereich 102 mbar liegen. Ist das nicht der
Fall, so sollte eine Fehlertberprifung vorgenommen werden (sonst: sieche SOP H22.012 -02
vom 15.02.2005).

Liegt der Druck im gewiinschten Bereich, so schliel3t man mit dem Magnetschieber die
Lochplatte. Der Druck sollte in den nachsten finf Minuten nur unwesentlich ansteigen und
unter 10™" mbar bleiben (sonst: siche SOP H22.012 -02 vom 15.02.2005).

Danach wird die Anlage bellftet und die Abdeckhaube abgenommen
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Gefriertrocknung:

Die tiefgefrorenen Proben und die Stellflachen werden aus dem Gefrierschrank genommen,
die Stellflachen werden in das Gestell eingesetzt und die Stecker fir die Heizung
angeschlossen. In eine der Stellflachen wird der Temperaturfiihler zusammen mit etwas
Warmeleitpaste gesteckt.

Nun wird die Abdeckhaube aufgesetzt. Das BelUftungsventil und das Kondensatablaufventil
werden geschlossen. Dann wird mit <Set Pressure> (s.0.) der Druck auf 1x10 mbar
eingestellt. Das Druckventil 6ffnet sich horbar. In der Druckanzeige erscheint die Meldung
,PU", bis ein Druck von weniger als 20 mbar erreicht wird. Dies muss innerhalb der nachsten
15 Minuten geschehen, anderenfalls gibt es ein Leck im System oder die Probe ist nicht
ausreichend eingefroren worden, sodass sie bereits wieder angetaut ist.

Beenden der Gefriertrocknung:

Zur Uberprifung des Trocknungserfolgs schlieRt man die Lochplatte zwischen Kiihl- und
Trockenkammer. Steigt der Druck innerhalb der néchsten fiinf Minuten nicht an, so ist die
Trocknung abgeschlossen. Anderenfalls muss weiter getrocknet werden.

Die Gefriertrocknungsanlage wird mit der Taste <Drying> ausgeschaltet. Dann wird beluftet.
Nach dem Abtauen der Kihlschlange wird das Kondensatwasser abgelassen.

Die Proben werden entnommen und erneut mit Schale und Sieb gewogen (m,). Die Probe
wird anschlieRend Uber ein 2 mm Sieb gesiebt und in eine geeignete Flasche gefiillt (Flasche
mit der Tagebuchnummer beschriften). Bis zur Verwendung sind die Probeflaschen dunkel
und kiihl im Kahlschrank zu lagern.

4.2 Trockenrickstand berechnen
Der Trockenriickstand wird nach folgender Formel berechnet:®

Trs [%]= (me-ma) 4 4190

Formel in Prozent: (mb-ma)
Einwaage vor Trocknung Mg
Einwaage nach Trocknung me

Damit wird ausgerechnet wie viel Verdiinnungswasser in das jeweilige Sediment gegeben
wird.

® Quelle: Miindliche Mitteilung DanTox Symposium 2013, RWTH Aachen
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4.3 Quarzsand testen

Jede neue Charge Quarzsand muss auf schadigende Wirkung getestet werden. Dazu wird
der neue Quarzsand als Probe getestet. Ist der Test unaufféllig, kann der Quarzsand ohne
weitere Behandlung verwendet werden. Sollten Effekte auftreten, muss der Quarzsand
gewaschen und noch einmal getestet werden.

Zum Waschen des Quarzsandes werden ungefahr 50 g Quarzsand in einen
Erlenmeyerkolben gegeben und mit ca. 200 ml bidestilliertem Wasser 2 min lang geschittelt.
Anschlie3end erfolgen die vorsichtige Abdenkantierung des Wassers und die Wiederholung
des Waschvorgangs. Danach wird der Quarzsand abgefiltert, in eine Abdampfschale
Uberfihrt und das restliche Wasser tiber Nacht in einem Trockenschrank bei 110 °C
verdampft.

5 Ansetzen, Lagerung und Handhabung der Standardlésungen und Reagenzien®

Alle Losungen und Chemikalien, deren Haltbarkeit begrenzt ist, sind auf dem Gebinde mit
dem Haltbarkeitsdatum zu versehen, sofern das gultige Haltbarkeitsdatum nicht vom
Hersteller aufgedruckt ist.

Zusammensetzung des Verdinnungswassers:
294,0 mg/L CaCl, x 2H,0

123,3 mg/L MgSO,4 x 7H,O

63,0 mg/L NaHCO3;

5,5 mg/L KCI

Vor Verwendung bis zur Sauerstoffsattigung (entspricht etwa 8 mg/L O2) beliiften (ca. 24
Stunden) und auf 26 +/- 1°C temperieren. Das Verdinnungswasser wird mit deionisiertem
Wasser hergestellt.

Herstellung der 3,4-Dichloranilin Stammldsung
0,05 g Dichloranilin in 500ml Verdiinnungswasser 24h riihren, pH-Wert auf 7,0 einstellen.
Die Stammldsungen sind lichtgeschuitzt im Kuhlschrank bis zu sechs Monate verwendbar.

6 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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Herstellung der Kalibrierldsung fur die Sauerstoffsonde MICROX TX3

Fir die zwei-Punkt Kalibrierung ist eine Sauerstoff-freie Losung (cal 0) und eine Sauerstoff-
gesattigte Umgebung (cal 100) herzustellen: 1 g von Na,SOgin ein verschlieRbares Gefald
geben und in 100 mL Wasser Iésen. Den Deckel schlieRen und fur eine Minute schitteln,
damit sich das Na,SO; l6st und das Wasser sauerstofffrei wird. Bis zur Kalibrierung sollte das
Gefal verschlossen bleiben, um eine Sauerstoff-Kontaminierung zu minimieren. Das GefaRd
mit Haltbarkeitsdatum und ,cal 0 beschriften.

In ein zweites Gefald wird nasse Baumwoll-Watte gefillt und dieses mit ,cal 100“ beschriftet.
Zwei Locher missen in den Deckel gebohrt werden, damit der Mikrosensor und der
Temperatursensor hindurch passen.

6 Halterung und Zucht ’
Die Zebrabarblinge kdnnen bezogen werden bei:

Umweltbundesamt
FG lll 3.4 "Uberwachungsverfahren Abwasser, Labor"
Dienstgebéude Marienfelde, Schichauweg 58, D - 12307 Berlin

Die Fische kénnen dann im Labor weiter gezlichtet werden. Fur die Eigewinnung werden nur
Fische verwendet, die zwischen sechs und 24 Monate alt sind. Es werden jeweils acht
Mannchen und vier Weibchen in einem Aquarium gehalten. Als Halterungs- und
Zuchtwasser wird Leitungswasser verwendet, das tber eine Aktivkohlepatrone und einen
Kupfer-lonen-Austauscher gelaufen ist. Die Fische werden mehrmals werktéglich in
kleineren Mengen mit selbstgeziichteten Artemien, Trockenfutter und ggf. gefrorenen oder
lebenden Muckenlarven oder anderen im Laborhandel erhaltlichen Organismen gefittert. Am
Wochenende wird mittels Futterautomat mit Trockenfutter geflttert. Die Artemieneier werden
im Kuhlschrank (Raum 334), gefrorene Mickenlarven im Gefrierfach (Raum 334) gelagert.

Die Aquarien werden wochentlich gereinigt.

Die Aquarien (auch die Becken fir die Nachzucht) sind durchnummeriert. Es wird ein
detailliertes Bestandsbuch mit Angaben zum Zugang und Verbleib der Tiere gefiuhrt (bei
HU41133).

" Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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Die Wassertemperatur wird kontinuierlich in einem Aquarium mit einem Datalogger
aufgezeichnet. Der Nitrit-, Nitrat- und Ammoniumgehalt wird wochentlich in allen Aquarien
bestimmt. pH-Wert und Sauerstoffgehalt werden zweimal woéchentlich gemessen. Da die
Wasserharte nur geringen Schwankungen unterliegt, reicht hier eine monatliche Messung
aus. Die Dokumentation aller Messwerte erfolgt auf dem Formular SOP HU411.105-03_FO01-
02(siehe auch Kapitel 9).

Unmittelbar nach Einschalten des Lichts werden die Laichschalen in die Aquarien gesetzt.

Die Eiablage erfolgt nach unseren Beobachtungen dann etwa nach zwei Stunden
(Abweichung von DIN). Danach werden die Laichschalen entnommen und die Fische erst
anschliel3end geflttert.

Beim Teilwasserwechsel sollte die ausgetauschte Wassermenge nicht zu grof3 sein, um
groRere Schwankungen speziell der Wassertemperatur zu vermeiden. Ansonsten kann das
Austauschwasser zuvor an die Zimmertemperatur angeglichen werden.

7 Sauerstoffmessung

7.1 Kalibrierung der Sonde MICROX TX3

Die Kalibrierung der Sauerstoffsonde erfolgt durch eine Zwei-Punkt-Kalibrierung. Dazu
werden der Transport-Blockierungs-Stift und die Schutzkappe der Sonde entfernt. Im Menu
wird die gewunschte Kalibrierung ausgewahlt und ein Druck von 1018 mbar eingegeben. Es
muss sichergestellt werden, dass sich die beiden Sensoren nicht beriihren. Zuerst werden
beide Sensoren in die Losung mit ,cal 0 getaucht. Der Sauerstoffsensor ist noch nicht
ausgefahren, die Nadel soll sich circa 5 mm tber der Wasseroberflache befinden, dann wird
vorsichtig die Nadel herausgefahren, bis diese etwa 4 mm in die Kalibrierlésung eintaucht.
Lediglich der Sensor und nicht die schuitzende Nadel durfen eintauchen! Der
Temperatursensor wird 1 bis 2 cm in die LOsung eingetaucht.

Sollte die Nadel versehentlich in die Losung eingetaucht worden sein, wird sie mit
destilliertem Wasser gespilt, um eine Salzkristallisierung zu vermeiden. Nach 30 Sekunden
sollten der Phasenwinkel und die Temperatur konstant bleiben und nur um £ 0,05° und 0,2°C
variieren. Mit ,Store current value* wird der Wert fir den ,0 % air-sat.“ und ,temp. At 0%"
gespeichert. Der Sensor wird vorsichtig wieder in die Nadel eingefahren.

Die Sensoren werden mit destilliertem Wasser gewaschen, um das Natriumsulfit zu
entfernen.
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Die Sensoren werden Uber das Gefal ,cal 100 platziert, sodass der Sauerstoff-
Temperatursensor durch die beiden Locher gefiihrt werden kann. Der Glasfibersensor in der
Sauerstoffnadel darf noch nicht ausgefahren sein! Beide Sensoren sind circa 1 cm im Gefal3
und durfen sich nicht beriihren. Der Sauerstoffsensor wird vorsichtig aus der Nadel gefahren
und nach 30 Sekunden sollten der Phasenwinkel und die Temperatur konstant bleiben und
nur um = 0,05° und 0,2°C variieren. Mit ,Store current value® wird der Wert fir den ,100 %
air-sat.“ und ,temp. At 100%"“ gespeichert. Der Sensor wird wieder in die Nadel eingefahren.

Mit ,continue” und ,finish“ werden die Werte gespeichert und die Kalibrierung beendet. Die
Schutzhille und der Transport-Blockierungs-Stift werden bis zur Messung aufgesetzt.

7.2 Sauerstoffmessung
Jedes neue und unbekannte Sediment und jede Schwebstoffprobe mussen vor ihrer
Verwendung im Fischei-Sedimentkontakttest auf ihre Sauerstoffzehrung untersucht werden.

Dazu wird der Verlauf der Sauerstoffkonzentration direkt iUber dem Sediment mit der
Mikrosonde Uber 48 Stunden beobachtet.

8 Proben- und Testvorbereitung

Probenvorbereitung:

Tagq vor der Eiablage:

Die Kontroll- und Sedimentproben werden 24 Stunden vor dem tatsachlichen
Versuchsbeginn vorbereitet. Dafuir werden entweder 6-Well-Platten oder 20 ml
Kristallierschalen verwendet. Dabei sind die Glasschalen zu bevorzugen, da an diesen die
Adhasion und damit der Verlust organischer Substanzen reduziert werden. Die Nachteile der
Kristallierschalen sind, dass bei Proben mit méglichen vorhandenen Schwermetallen diese
Uberproportional an das Glas sorbieren.

Es werden je 3 g Quarzsand in insgesamt acht Schalen eingewogen. Dabei werden vier der
acht Schalen fir die Quarznegativkontrollen und vier Schalen fur die Quarzpositivkontrollen
verwendet. Fur die Genauigkeit der Einwaage hat sich ein Wert von 1% als sinnvoll
herausgestellt (3,00 + 0,03 g). In die Schalen werden dann jeweils 4 ml Verdiinnungswasser
gegeben. Die Zugabe der 3,4-Dichloranilin-Lésung erfolgt fiir die Positivkontrollen des
Quarzsands und der wassrigen Positivkontrollen erst am néchsten Tag.

108
Fischei-Sedimentkontakttest mit sauerstoffzehrenden Sedimenten




Institut fir Hygiene und

FREIE UND HANSESTADT U mWElt
HAMBURG Hamburger Landesinstitut fur
Behorde fiir Soziales, Familie, Lebensmittelsicherheit,
Gesundheit und Gesundheitsschutz und
Verbraucherschutz Umweltuntersuchungen

Qualitatsmanagementhandbuch HU4

SOP Fischei-Sedimentkontakttest

Seite 12 von 18 Entwurf Gultig ab:

Die wassrigen Kontrollen werden in vier Negativkontrollen und vier Positivkontrollen
aufgeteilt. Daftir werden je 4 ml Verdiinnungswasser in die acht Schalen gegeben.

Wie bei allen Kontrollen werden auch 3 g Sediment in die 4 Schalen der Sedimentproben
eingewogen und mit Verdinnungswasser versetzt. Je nach berechnetem Trockenriickstand
wird so viel Verdiinnungswasser pipettiert, dass zuséatzlich 2 ml zu dem urspriinglichen
Wassergehalts hinzugegeben werden. Fir eine Vorinkubation werden die Proben fir 24
Stunden auf den Horizontalschittler gestellt.

AnschlieRend werden alle Kontroll- und Probenschalen mit Parafilm verschlossen und Uber
Nacht im Kuhlinkubator bei 26°C auf einem Horizontalschittler bei 80 rpm geschittelt, um
eine ausreichende Sauerstoffsattigung zu gewahrleisten.

Taq der Eiablage (Versuchstaq):

Am Versuchstag mussen vor der Eiauswahl noch die Positivkontrollen vorbereitet werden.

Die Positivkontrollen werden mit 185 pl 3,4-Dichloranilin-Lésung (100 mg/L) versetzt. Die
3,4-Dichloranilin-Konzentration betragt 3,7 mg/L. Dies entspricht dem LC,o-Wert von
Fischeiern mit 3,4-Dichloranilin. Praktisch sollte die Mortalitéat jedoch zwischen 20% und 90%
liegen. Bei den Quarzsandpositivkontrollen werden jedoch aufgrund der Bindung an die
Quarzpartikel niedrigere Werte beobachtet.

Eigewinnung und Testaufbau

Die Laichschalen werden am Nachmittag vor dem Versuch in die Aquarien gestellt und dann
am nachsten Morgen herausgenommen. Die Eier sind als kleine weil3lich-hyaline Kiigelchen
zu erkennen. Unter dem Bino wird geprift, ob mindestens 50 % der Eier befruchtet sind.
Befruchtete Eier sind daran zu erkennen, dass im Ei erste Zellen ausgebildet sind (die erste
Zellteilung erfolgt bei 26 °C etwa 15 min nach der Befruchtung).? Es ist sicherzustellen, dass
sich die befruchteten Eier in einem Zellstadium zwischen 4 und 128 Zellen befinden.

Die Eier werden mit dem Siebloffel in eine 100 ml Kristallierschale, die mit
Verdinnungswasser gefillt ist, tberfihrt. Von dort werden jeweils funf Eier mit einer

5 ml-Eppendorfpipette und einem Volumen von 1 ml in eines der Probenschalen
(Sedimentproben und Negativkontrollen) tberfihrt. Bei den Positivkontrollen werden je flnf
Eier in 815 pl Gberfuhrt. Die Sauerstoffkonzentration wird im Uberstandswasser der Proben
gemessen. Die Schalen werden anschlielend mit Parafilm verschlossen und bleiben fiir 48 h
bei 26 °C Temperatur (+/- 1 °C) unter konstanten Bewegungen bei 80 rpm im Kihlinkubator.

8 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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Messung der Sauerstoffkonzentration

Zu Testbeginn nach 24 Stunden Vorinkubation und nach 48 Stunden wird im
Uberstandswasser der Sedimentproben auf Hohe der liegenden Eier der Sauerstoffgehalt
gemessen und notiert. Um Effekte durch stark sauerstoffzehrende Sedimente auf die
Entwicklung der Fischeier auszuschlie3en, sollte Giber den Testzeitraum eine
Mindestkonzentration von 4 mg/L O, °gewéhrleistet sein

Messung der abiotischen Parameter

Es sind die el. Leitfahigkeit, der pH-Wert und der Sauerstoffgehalt nach 48 h in allen Kontroll-
und Sedimentproben zu messen.

9 Messung, Auswertung, Ergebnisse, Dokumentation®®

Nach 48 h wird der Sauerstoffgehalt im Uberstandswasser der Proben kontrolliert und im
Protokoll notiert. Die Embryonen werden unter Beleuchtung mir einer Kaltlichtquelle mit einer
5 ml Pipette vom Sediment gesammelt. Dabei kénnen die flnf Eier gemeinsam Uberfuhrt
werden. Die Eier werden anschlieend zur Auswertung auf eine 24-Wellplatte Gberfihrt. Mit
dem Inversmikroskop wird jedes Ei auf seinen Entwicklungsstand untersucht. Dieser wird auf
dem Testprotokoll protokolliert. Neben den letalen Endpunkten werden auch subletale in die
Bewertung mit einbezogen. Es muss zukunftig geklart werden, wie nicht wiedergefundene
Eier in der Toxizitatsberechnung verrechnet werden. Werden fehlende als ,tot* verrechnet,
wird der Vorsorgegedanke bewahrt und die Manipulationsgefahr minimieren. So wird
gefordert, alle eingesetzten Eier wiederzufinden. Gleichzeitig kann ein unerfahrener
Bearbeiter die Toxizitat beeinflussen. Im Protokoll wird die Anzahl an eingesetzten,
fehlenden und toten Eiern dokumentiert.

o Quelle: DIN: Deutsches Institut fir Normung DIN EN 1SO 15088:2008 (E.K. Normung, Hrsg.) Normausschuss
Wasserwesen (NAW). Seite 5,9,11,12.* Wasserbeschaffenheit — Bestimmung der akuten Toxizitat von Abwasser
auf Zebrafisch-Eier (Danio rerio)., 2009

10 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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Somiten

Dottersack

Herz

Auge

Schwanz

Abbildung 0.1 Schematischer Aufbau eines Fischembryos Embryo nach 48 Stunden

Abbildung 0.2 koaguliertes Ei (links), keine Schwanzabldsung (rechts)

Auf dem Testprotokoll wird fur jedes einzelne Ei der Zustand protokolliert. Hierflir werden
folgende Kirzel verwendet:

N = normal entwickelter Keim

K = koagulierter Keim (letal)

S = keine Schwanzabldsung (letal)

H = kein Herzschlag (letal)

Subletale Effekte kbnnen auftreten durch:
Keine Spontanbewegung

Fehlen der Pigmentierung/Augenanlagen
Verlangsamter Herzschlag/Blutkreislauf
Odeme
Missbildungen/Wirbelsaulendeformationen
Unterentwicklung

AnschlieRend wird die Summe der toten Embryonen ermittelt.
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Giltigkeitskriterien:

Der Test wird als gliltig gewertet, wenn mindestens 90 % der Embryonen in der externen
Kontrollgruppe tberleben und in der Positivkontrolle mit 3,7 mg/L 3,4-Dichloranilin ein Effekt
groRer als 10 % auftritt, also mindestens zwei tote Embryonen festgestellt werden.

Auswertung:

Verdiinnungsreihen mit Quarzsand oder Verdiinnungswasser'

Angelehnt an DIN EN ISO 15088 — T6 wird eine Probe als nicht toxisch eingestuft, wenn sich
mindestens 90 % der Embryonen normal entwickeln.

Dokumentation:

Die Angaben zur Probe und der Probenvorbereitung (pH-Wert, el. Leitfahigkeit und
Sauerstoffgehalt) sowie die Testdurchfiihrung werden auf dem Testprotokoll dokumentiert.
Fir jede untersuchte Probe wird ein Testprotokoll erstellt.

10 QualitatssicherungsmalRnahmen™

Zu jedem Test ist eine interne und externe Kontrolle sowie eine festgelegte Konzentration mit
der Referenzsubstanz 3,4-Dichloranilin mitzufiihren.

Einmal jahrlich muss das Zuchtwasser tberprift werden (Leitungswasser vor und nach
Aktivkohlepatrone und Cu-lonen-Austauscher), um eine erhdhte Belastung der Zuchtfische
speziell mit Metallen ausschlieRen zu kénnen.

Ferner wird ein Tagebuch gefiihrt, in dem Angaben zur Eiablage, Fiutterung und
Besonderheiten notiert werden.

Die wasserchemischen Uberpriifungen der Aquarien werden mit Merckoquant-Teststabchen
durchgefuhrt (Lagerung im Kihlschrank Raum 334 bzw. in Raum 325). Es sollten folgende
Werte eingehalten werden:

' Wie bei Biotests tiblich sollten auch der Sedimentkontakttest in Zukunft mit Verdiinnungsreihen
durchgeflhrt werden. Hierzu sollten in Zukunft Versuchsreihen durchgefuhrt werden.
12 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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Nitrat: empfohlen 20 mg/L, maximal 100 mg/L (Messung ein Mal pro Woche)
Nitrit: empfohlen 0,1 mg/L, maximal 1 mg/L (Messung ein Mal pro Woche)

Ammoniak in Abhéngigkeit vom pH-Wert: der Ammoniak-Gehalt sollte 0,025 mg/L nicht
Ubersteigen, d.h. Ammonium darf mit den Teststdbchen nicht nachweisbar sein (Messung
ein Mal pro Woche).

Sollten die empfohlenen Werte tberschritten werden, ist umgehend ein Teilwasserwechsel
vorzunehmen.

Darlber hinaus wird auch die Wasserharte monatlich, der pH-Wert und der
Sauerstoffgehalt zwei Mal pro Woche ermittelt. Die Wassertemperatur wird kontinuierlich
in einem Aquarium mit einem Datalogger aufgezeichnet.

Die erhobenen Werte werden im Protokoll SOP HU411.105-03_F01-02 dokumentiert.

11 Geratewartung, Wartungsintervalle®

Das verwendete pH-Meter muss vor jeder Verwendung kalibriert werden (s. SOP HU412.042
Bestimmung des pH-Wertes in Wasserproben). Jede Kalibrierung ist im Geratebuch fur das
pH-Meter zu dokumentieren.

Der Sauerstoffgehalt im Uberstandswasser ist zu bestimmen. Hierzu muss zuvor das
Messgerat intern kalibriert werden.

12 Hinweise zur Fehlersuche
Fehler: nur geringe oder keine Eiproduktion oder Mortalitat in der Zucht.
madgliche Ursachen:

1. Futter unzureichend.
2. Zuchtwasser belastet. Abhilfe: Zuchtwasser analysieren, ggf. lonen-Austauscher

erneuern.
3. Verunreinigung der Aquarien oder Krankheiten. Abhilfe: komplette Reinigung ggf. neue
Fische beschaffen.

B Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
 Quelle: SOP HU411.105-Version 03 vom 07.12.2009
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13 Entsorgung von Proben, Reagenzien und Standards

Das Sediment und der Quarzsand aus der Negativkontrolle werden in das Weck-Glas ,Abfall
Sediment* und der Quarzsand der Positivkontrolle in das Weck-Glas ,Abfall Sediment DCA"
Uberfuhrt.

14  Reinigung der Glaswaren (Kristallisierschalen)®

Nach dem Gebrauch der Kristallisierschalen toxische Wasser und Sedimente fachgerecht
entsorgen und mit Aqua Dest nachspulen.

Die Kristallisierschalen durchlaufen folgendes Spulprogramm:

1. Spulen mit Spulmittel

2. Saurebad (3% HCL) Uber Nacht

3. Spulen ohne Spulmittel (Aqua Dest)

4. Trockenschrank (60°C) 20-30min

' Quelle: DIN EN ISO 5667-16 / L1/ 6.3 Reinigung der Gerate / Seite 12
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15 Liste der Anderungen

Anderung Datum Namenszeichen
wiss. Betreuung
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Versuchsprotokoll

Versuch Datum
Eiablage Uhr
Versuchsbeginn Datum
Testbeginn Uhr
Befruchtungsrate %

Effekte bei den Em

bryonen

pH-Verdunnungswasser

eingestellt auf

nach 48h O,-Gehalt des Verdiunnungswassers mg/L
Anzahl Tote/
Anzahl fehlende Eier /
Probenbezeichnung Einwaage in g fl 2 3 4 Anzahl eingesetzte Eier | Mortalitat | O2[mg/L] Start | O>[mg/L] Ende

wassrig, Positivkontrolle 1

wassrig, Positivkontrolle 2

wassrig, Positivkontrolle 3

wassrig, Positivkontrolle 4

%

Quarz, Positivkontrolle 1

Quarz, Positivkontrolle 2

Quarz, Positivkontrolle 3

Quarz, Positivkontrolle 4

%

wassrig, Negativkontrolle 1

wassrig, Negativkontrolle 2

wassrig, Negativkontrolle 3

wassrig, Negativkontrolle 4

%

Quarz, Negativkontrolle 1

Quarz, Negativkontrolle 2

Quarz, Negativkontrolle 3

Quarz, Negativkontrolle 4

%

Probe 1

Probe 2

Probe 3

Probe 4

%
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